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EINFLUSS DER GALLENSAURE AUF DEN 
PHOSPHORSTOFFWECHSEL (III). 


Blutphosphat bei Zufuhr von Cholsdiure mit Adrenalin und 
vegetatives Nervensystem. 


Von 


TSUNEWO KURAMOTO u. HIDEO YUUKI. 


(Aus der Gyndkologischen Klinik und dem physiologisch-chemischen Institut 
zu Okayama. Vorstand: Prof. Dr. K. Ando und Prof. Dr. Shimizu.) 


(Hingegangen am 9. September 1932) 


Der Einfluss der Gallensiure auf den Phosphorstoffwechsel 
wurde bereits von Kimura (1931), Sekitoo (1930), Fuziwara 
(1931), Hatakeyama (1927) und Kawada (1931) untersucht, 
und es wurde gefunden, dass infolge der Steigerung des Nuclein- 
stoffwechsels durch die Gallenséure der Phosphorséuregehalt des 
Blutes sowie die Phosphorsaureausscheidung in Harn und Galle 
deutlich vermehrt werden. Nach Itoo (1930) sollen der Pu der 
Lebergalle und die Alkalireserve des Blutes des Hundes durch 
Zufuhr von Cholsdure gesteigert werden, wodurch die Alkalosis im 
Organismus bedingt wird. Aus den oben erwahnten Ergebnissen 
scheint sich mir zu ergeben, dass der Phosphatpuffer im Blut 
dadurch vermehrt wird. Dieses vermehrte Blutphosphat muss sich 
also unter Bildung von organischen Phosphorsdureverbindungen 
am intermediaren Kohlenhydratstoffwechsel beteiligen, indem z. B. 
aus Hexosephosphorséiure Glykogen synthetisiert wird. 

In der Tat haben Sokhey (1924), Allan (1924), Engel- 
hardt u. Parsechin (1929), Blatherwick, Bell u. Hill (1924), 
Matsuoka (1928) und Nakamura (1929) durch Zufuhr von 
Insulin ohne oder mit Glukose einen bedeutenden Abfall des Blut- 
phosphates mit gleichzeitigem Ansteigen des organischen Phos- 
phates, d. h. der Hexosephosphorsidure, im Muskel beobachtet. 

Nach dem Glykolyseversuch von Bierry u. Moquet (1925) 
verschwindet der Blutzucker unter Abnahme der Phosphorsaure. 
Wenn der Zucker erschépft ist, so vermehrt sich die Phosphorsiure 
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wieder. 

Es ist allgemein bekannt, dass das Adrenalin die Glykogenolyse 
der Leber und des Muskels fordert, dass dagegen eine kleine Menge 
desselben die Glykogenie férdert, wie Miki (1932) u. Chikamori 
(1932) bewiesen haben. Wenn die Phosphorsaéure im Blut sich 
an der Glykogenie beteiligt, so muss sie durch Zufuhr von Adrena- 
lin oder Gallensiiure beeinflusst werden. So haben Matsuoka 
(1928) und Allan, Dickson u. Markowitz (1924) die Ver- 
mehrung der Blutphosphorséure durch Zufuhr von Adrenalin 
(0.5-1,3 mg pro Kilo) beobachtet. 

Nach Bollinger u. Hartman(1925), Kurokawa(1924/25), 
Masamune u. Ueda (1929) und Nakamura (1929) soll das 
anorganische Phosphat im Blut sowie seine Ausscheidung im Harne 
durch Zufuhr von Adrenalin sich vermindern. 

Was den Einfluss des vegetativen Nervensystems und der 
Hormone, z. B. des Adrenalins, auf den Nucleinstoffwechsel betrifft, 
so soll nach Dresel u. Ullmann (1921), Harpuder (1924), 
Fleischmann u. Salecker (1914) und Pohl (1917) durch seine 
Sympathicusreizung das Adrenalin den Blutphosphatgehalt und 
die Phosphatausfuhr im Harne steigern, weil sie dabei Harnsaure- 
und Allantoinausscheidung im Harn vermehrt gefunden haben. 

Uber den Einfluss des Adrenalins auf den Phosphatstand im 
Blut wird also noch gestritten. 

Nach Tsuji (1930) wirkt die Gallensiure auf den Sympathi- 
cus lahmend und den Parasympathicus reizend. Aber konnten 
das Blutphosphat und die Phosphatausscheidung im Harne ver- 
mehrt werden. 

Nun reguliert die Gallensdiure mit der Funktion des vegetativen 
Nervensystems den Kohlenhydratstoffwechsel und sie férdert die 
Glykogenie in der Leber und im Muskel, indem die Synthese der 
Hexosephosphorsiure durch Gallensaure gefordert wird, wie Uraki 
(1931) beobachtet hat. 

Im oben erwahnten Sinne haben wir bei normalen, splanch- 
nikotomierten und vagotomierten Kaninchen den WBinfluss von 
Gallensiure und Adrenalin auf den Phosphatstand im Blut unter- 
sucht, einerseits um damit den Zusammenhang zwischen der vege- 
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tativen Nervenfunktion und dem Phosphatstoffwechsel klarzu- 
stellen, andererseits in der Hoffnung, die Bedeutung der Gallensaure 
und des Adrenalins im Nuclein- und Kohlenhydratstoffwechsel 
weiter zu kennen. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden gut ausgewachsene, mittelgrosse, mann- 
liche Kaninchen verwendet, die unter moéglichst gleichen Bedin- 
gungen geztichtet worden waren. 

Die Versuche wurden an den Kaninchen stets ausgefiihrt. 
nachdem sie 24 Stunden in niichternem Zustand gewesen waren. 
Zur Bestimmung des niichternen Blutphosphates wurden dem aus- 
gewachsenen, gut ernahrten Kaninchen in der natiirlichen Haltung 

_  ¢a.10ceem Blut aus den Ohrvenen unter Durchschneidung der 
ts - Ohrvenen mit Injektionsnadeln entzogen, die mit je 3 Tropfen 
e) einer konzentrierten Na-citratlosung gefiillt worden waren. Die 
10 cem Blut wurden in einen mit 10 ccm Wasser gefiillten Kolben 
genau abpipettiert, und unter Enteiweissung nach Schenck wurde 
mittelst der Methode von Embden (1921) die Phosphorsaure 
gravimetrisch bestimmt. 

In der Folge wurde nach je einer Woche Pause denselben 
Kaninchen das Blut entnommen, nachdem vorher den normalen 
Kaninchen 1 cem einer 1% igen Na-cholatlosung resp. 0,2 cem einer 
0,1% igen Adrenalinchloridlésung subcutan verabreicht worden war, 
und nach 2 Stunden das Blutphosphat bestimmt. 

Die Splanchnikotomie der Kaninchen wurde nach Schulze 
(1900) und die Vagotomie nach Freund (1913) ausgefiihrt. 
2 Wochen nach der Operation wurde der Hinfluss der Cholsaure 
und des Adrenalins auf das niichterne Blutphosphat in gleicher 
Weise wie oben beobachtet. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen I-III zusammen- 


gestellt. 


ERGEBNISSE. 


Aus den Tabellen I, II u. III lasst sich ersehen, dass der 
niichterne Phosphatwert des normalen Kaninchenblutes nicht nur 
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TABELLE I. 
(Kontrolle und nach Splanchnikotomie 13. Sept.) 
= | 
= Datum 
Nr. u 24/VII 31/VII 10/VIII 
= é . aS 13/X) 
Korper- < (28/1X) (6/X) ( 
gewicht (g) 
1ecm 1% 0,2 cem 0,1% 
Niichtern Cholatlés. eles 
(mg %) pro Kilo pro Kilo 
(mg %) (mg %) 
1 1 7 res 25,51 26,13 26,78 
() (>) = 
5 { = 21,35 21,99 24,01 
ean (2250) (19,76) (21,35) (16,14) 
3 1850 23,16 24,01 26,24 
{ (1950) (19,65) (22,85) (—) 
4 { 2100 22,73 24,33 25,28 
(2250) (19,76) (22,52) (19,56) 
5 { 2100 21,67 23,05 24,22 
(2200) (18,06) (21,92) (17,32) 
6 { 1750 22,73 23,27 24,54 
(1850) (19,44) (22,84) (17,78) 
7 { 1950 21,03 22,52 26,78 
(2000) (18,28) (20,27) (15,24) 
8 { 2000 21,57 22,63 25,60 
(2100) (18,85) (19,12) (14,82) 
9 { 2200 22,10 22,63 25,28 
(2250) (18,17) (20,62) (—) 
10 ey 1 20,72 22,10 23,48 
() ) (=) 


( ) zeigt den Wert beim Versuch nach Splanchnikotomie. 


individuell, sondern auch je nach der Jahreszeit eine Schwankung 
aufweist. 

Nach der Splanchnikotomie vermindert sich das Blutphosphat, 
wahrend es nach der Vagotomie sich vermehrt, wie aus den Tabellen 
I, If u. III ersichtlich ist. Das vegetative Nervensystem reguliert 
bekanntlich das Sdéure-Basengleichgewicht im Tierkérper, und die 
Phosphorsaure spielt als eine Puffersubstanz des Blutes eine Rolle. 

Die Verainderung des Blutphosphates bei vegetativer Neuro- 
tomie beeinflusst also wenigstens die Alkalireserve des Blutes, wie 
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TABELLE IT. 
(Kontrolle und nach Splanchnikotomie 27. Dec.) 


5 


oe Datum 
Nr. u. 7/XI1 14/XII 
Kérper- =o (8/1) (GIA) (22/1) 
gewicht (g) ie 
0,2 ccm 0,1% 0,2 ecem 0,01% 
Niichtern Adrenalinlos. Adrenalinlos. 
(mg %) pro Kilo pro Kilo 
(mg %) (mg %) 
1 fer es i702 14,04 
(—) (=) (=) 
9 { oh 19,33 14,04 
(2050) (17,75) (14,44) (18,08) 
3 po aes 19,65 14,98 
i) (=) «=) 
4 { Be 18,15 13,38 
(2350) (15,70) (12,73) (17,06) 
5 { 1800 17,94 14,87 
(1680) (16,11) (15,60) (17,48) 
6 { 2400 17,31 14,14 
(2200) (16,21) (14,65) (16,26) 
7 { 2850 17,83 15,40 
(2500) (15,81) (14,34) (16,05) 
8 { 3100 od 14,44 
(2900) (15,29) (13,05) (15,94) 


( ) zeigt den Wert beim Versuch nach ‘Splanchnikotomie. 


Itoo (1930) in seinem Versuch beobachtet hat. 

Die Phosphorséure im Blut wird durch Zufuhr von Cholsdure 
gesteigert. Der Phosphatgehalt des Blutes von splanchnikoto- 
mierten Kaninchen wird durch Zufuhr von Cholsdure viel starker 
gesteigert als der von normalen Tieren, wahrend er nach der 
Vagotomie gerade umgekehrt, verglichen mit dem bei normalen 
Kaninchen, sich vermindert, wie aus den Tabellen I u. III ersicht- 
lich ist. 

Aus den Befunden scheint uns hervorzugehen, dass das sym- 
pathische Nervensystem in der Leber durch die Splanchnikotomie 
in Erregung versetzt wird, und dass der Vagus durch die Gegen- 
regulation der beiden vegetativen Nervenfunktionen durch die 
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TABELLE III. 
(Kontrolle und nach Vagotomie 8. Nov.) 


o Datum 
- 20/X 26/X 2/XI 
BUSS ox (20/XI) (27/X1) (3/XII) (10/XII) 
Korper- ( > ; 
gewicht(g ae 
1ecem1% 0,2 com 0,1% | 0,2 ecm 0,01% 
Niichtern Cholatlos. Adrenalinlos. gears 
(mg %) pro Kilo pro Kilo pro Kilo 
(mg %) (ng %) (mg %) 
1 ee ray 20,72 20,73 23,69 
()) —) (=) i) 
a 21,24 22,31 23,90 
{ (2080) (22,10) (16,46) (13,10) (20,40) 
3 2250 19,12 21,03 22,31 
{ (2280) (21,03) (17,54) (14,33) (19,65) 
4 { 2150 20,06 22,63 23,38 
(—) (=) () C=) (>) 
5 2300 21,07 23,05 25,18 
{ (2100) (23,05) (17,15) (13,75) (-) 
6 | 2000 18,60 20,06 21,99 
) (2000) (21,67) (15,50) (13,10) (18,59) 
7 { 1950 18,92 20,37 23,05 
(2000) (20,37) (15,95) (12,20) (18,37) 
8 2200 16,14 Wee 22,52 
(2000) (18,28) (=) (-) (>) 
9 2000 17,85 205 23,05 
(1950) (19,44) (16,29) (12,43) (18,26) 
10 { 2250 19,55 22,31 23,59 
(2000) (21,57) (17,75) (15,42) (21,25) 


zeigt den Wert beim Versuch nach Vagotomie. 


Cholsdure immer mehr gereizt wird. 

Es ist bekannt, dass die Glykogenbildung der Leber durch 
Zufuhr von Cholsaéure gefordert wird. Die Verminderung des 
Blutphosphates von vagotomierten Kaninchen bei Zufuhr von Chol- 
sdure ist also auf die den sympathischen Nerv lihmende Wirkune 
der Cholsiure zuriickzufiihren. 

Die Zufuhr einer grésseren Menge von Adrenalin (2 mg pro 
Kalo) vermehrt das Blutphosphat des normalen Kaninchens wie aus 
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den Tabellen I, IT u. III ersichtlich ist, wahrend sie dagegen das 
des splanchnikotomierten Tieres herabsetzt. Beim vagotomierten 
Kaninchen wird das Blutphosphat durch Zufuhr derselben Menge 
von Adrenalin betrichtlich herabgesetzt. 

Das beruht héchstwahrscheinlich darauf, dass das Adrenalin 
beim normalen Kaninchen unter Reizung des sympathischen Nervs 
auf das Leber- und Muskelglykogen mobilisierend, auf den Nuclein- 
stoffwechsel fordernd einwirkt, dass aber der Vagus bei Splanch- 
nicusdurchschneidung durch die Gegenregulation der beiden 
Nerven in Ubererregung versetzt wird, wodurch die Wirkung des 
Adrenalins eine Abschwachung erfahrt. Das Adrenalin wirkt 
hierbei wie ein Aufbauhormon auf das Leberglykogen, wie es bei 
der Zufuhr einer kleineren Menge von Adrenalin der Fall war. 
Dadureh wird das Blutphosphat fiir die Glykogenbildung in der 
Leber gut verwertet, wodurch sein Gehalt im Blut herabgesetzt 
wird. 

Beim vagotomierten Kaninchen ditirfte wohl die Insulinsekre- 
tion aus der Pankreas herabgesetzt werden, indem der sympathische 
Nerv durch die Gegenregulation der beiden Nerven in Ubererregung 
versetzt wird. 

In diesem Fall dtirfte wohl die Zufuhr des Adrenalins unter 
Gegenregulation der beiden Nerven die Glykogenbildung der Leber 
zur Folge haben, wie Miki (1932) in seinem Versuch beobachtet 
hat, indem die Verwertung des Blutphosphates in der Leber 
gesteigert wird. 

Kawashima und Iwanaga (1930) haben bereits gefunden, 
dass durch Vagotomie die Zuckerausscheidungsschwelle bei Zufuhr 
des Adrenalins herabgesetzt wird. Beim vagotomierten Kaninchen 
wird also das Blutphosphat durch Zufuhr von Adrenalin he- 
rabgesetzt. 

Bei Zufuhr von kleineren Menge von Adrenalin (0,2 mg pro 
Kilo) vermindert sich das Blutphosphat des normalen Kaninchens. 
Hierbei diirfte wohl das Adrenalin als ein Aufbauhormon des 
Leberglykogens wirken, indem das Blutphosphat fiir die Glykogen- 
bildung gut verwertet wird. Diese Tatsache wurde schon von 
Pollak (1909), Siegel (1929) und Coriu. Cori (1927) bewiesen. 
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Durch Vagotomie wird diese Wirkung des Adrenalins ab- 
geschwiicht, was héchstwahrscheinlich darauf beruht, dass die 
Menge des zugefiihrten Adrenalins nicht ausreichend gewesen ist, 
um den iibererregten Nerv zu beeinflussen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 

1. Das ,,niichterne‘‘ Blutphosphat des Kaninchens betragt im 
Sommer mehr als im Winter. 

2. Das ,,niichterne‘‘ Blutphosphat des Kaninchens wird durch 
Splanchnikotomie vermindert, dagegen durch Vagotomie vermehrt. 

3. Die Zufuhr von Cholsiéure steigert den Blutphosphatgehalt 
von normalen Kaninchen, und diese steigernde Wirkung der Chol- 
siure wird durch Splanchnikotomie verstairkt, dagegen durch 
Vagotomie herabgesetzt. 

4. Die Zufuhr einer groésseren Menge von Adrenalin veran- 
lasst eine merkliche Vermehrung des Blutphosphates von normalen 
Kaninchen, und diese vermehrende Wirkung des Adrenalins wird 
durch Splanchnikotomie sowie Vagotomie herabgesetzt. 

5. Die Zufuhr einer kleineren Menge von Adrenalin ver- 
mindert das Blutphosphat, und diese vermindernde Wirkung des 
Adrenalins wird durch Splanchnikotomie sowie Vagotomie erheb- 
lich abgeschwiicht. 

Zum Schlusse ist es uns eine angenehme Pflicht, den Herren 
Professoren Dr. T. Shimizu und Dr. K. Ando unseren herzlich- 
sten Dank fiir ihre tiberaus freundliche Anleitung sowie ihre ntitz- 
lichen Anregungen bei Ausfiihrung unserer Arbeit auszusprechen. 
Auch moéchten wir Herrn M. Teraoka am Physiologisch-chemischen 
Institut ftir seine Untersttitzung bei unseren Versuchen bestens 
danken. 
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UBER DEN EINFLUSS DER ERNAHRUNG AUF DIE 
WIRKUNG DES ADRENALINS.* 


Von 


KEIZO YOSHIO, 


(Aus der med. Universitétsklinik von Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki, Japan.) 


(Eingegangen am 15. September 1932) 


Der Einfluss der Ernahrung auf die Wirkung einer Substanz, 
die einem Organismus zugefiihrt wird, ist schon vielfach studiert 
worden, jedoch noch nicht in allen Richtungen vollstandig geklart. 
Auch tiber das Adrenalin sind in diesem Zusammenhang die bisher- 
igen Angaben ziemlich zahlreich. Der Zucker, der nach Adrenalin- 
injektion im Blut bzw. im Harn auftritt, stammt zweifellos zum 
Teil aus dem Leberglykogen, dessen Menge nach der Adrenalin- 
zufuhr in der Regel deutlich abnimmt. (Doyonu. Kareff, 1904; 
Drummond u. Paton, 1904; Wolonik, 1905; Gatin-Gru- 
zewska, 1906; Agadschanianz, 1907; Pollak, 1909; etc.) 
Blum (1902) hatte bei Hungerhunden ein Fehlen oder eine Ver- 
minderung der Adrenalinglykosurie beobachtet. Herter und 
Ric hards (1902) geben ebenfalls an, dass hungernde oder durch 
Phlorizin des Glykogens beraubte Hunde keine Glykosurie nach 
Adrenalinzufuhr zeigen; und Ritzmann (1909) fand, dass die 
bei intravenodsem EHinlauf sehr diinner Adrenalinlésungen auftre- 
tende Glykosurie mehr oder weniger in proportionalem Verhaltnis 
zum Glykogenreichtum der Tiere stehe, was der Beobachtung 
Tkushimas (1929) entspricht. Auch wenn die Leber durch 
Unterbindung der Arteria hepatica glykogenfrei gemacht worden 
war, wirkt Adrenalin nicht mehr blutzuckervermehrend (Collens, 
Shelling und Byron, 1926). Biberfeld (1919) sah, dass 
Hunde bei Kohlenhydratnahrung unter Adrenalin stark glyko- 


* Die vorliegende Mitteilung wurde zum Teil Ende Okt. 1931 in der med. 
Gesellschaft zu Nagasaki, zum Teil Anfang April d. J. in der Japan. Gesell- 
schaft fiir innere Medizin in Tokyo offentlich vorgetragen. 
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surisch waren, bei Fleischnahrung nicht. Nach Yoshida (1930) 
fallt die Adrenalinhyperglykimie bei der iiberwiegenden Mehrzahl 
der Kaninchen in hochgradigem Hungerzustande (9-20 Tage) 
deutlich geringer aus als bei Normaltieren. 

Andererseits fand Bang (1913) aber, dass auch bei Hunger- 
kaninchen, deren Glykogendepots eine deutliche Abnahme zeigen, 
noch Hyperglykamie nach Adrenalin in fast gleichem Masse aus- _ 
geldst werden kann, wie bei gefiitterten, was auch Asakawa(1920), 
Oka (1922), Markowitz (1925), Ohara (1925) , Kinoshita 
(1926), Susaki (1926) ete. bestatigen. Eine ungefahr gleich 
gedeutete Arbeit von Fuentes und seinen Mitarbeitern (1931), 
auf die ich noch zuriickkommen werde, liegt auch vor. 

Diese Abweichung der Versuchsresultate ist m. KE. wesentlich 
auf die Verschiedenheit der Untersuchungsbedingungen zurtick- 
zufiihren. 

1922 fand Kageura, dass sowohl bei Hunden wie auch bei 
Menschen die Assimilationsfahigkeit fiir Kohlenhydrat bei Eiweiss- 
Fettdiat deutlich abnimmt. Auf Grund seiner Versuchsergebnisse 
mit tiberlebender Leber (1924) ist er der Meinung, dass dabei die 
Veranderung der Leberfunktion, vornehmlich die Herabsetzung der 
Fahigkeit zur Glykogenbildung, die durch die genannte Erniah- 
rungsweise hervorgerufen worden war, ein atiologisches Moment 
darstellen miisse. Damals veroffentlichte auch Staub (1922), 
unabhangig von Kageura, eine ahnliche Arbeit. Nach Bang 
(an Kaninchen) und Ikeziri (1926) (an Hunden) ist die 
alimentare Hyperglykamie nach Zuckerzufuhr bei Hungertieren 
bedeutend starker als bei Normaltieren. Vor kurzem stellte Iwao 
(1931) fest, dass bei Hungerhunden, sowie bei solchen mit Hiweiss- 
Fettdiat, Salvarsanikterus in der Regel leichter und ausgespro- 
chener hervorgerufen werden kann (als bei Normaltieren), und 
dass der Gehalt der Leber an Glykogen in diesen Ernahrungs- 
zustanden mehr oder weniger betraichtlich abnimmt. BEmbden 
fand, dass die mit Zuckerlésung durchstrémte Leber von Hunden, 
die vor der Tétung mehrere Tage gehungert hatten, der Glykogenie 
nicht mehr fahig ist. Auch nach Barrenscheen (1914) fiel in 
glykogenfreien Lebern von Hungertieren die Glykogenbildung 
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erheblich schwacher aus, als in glykogenhaltigen. 

Aus diesen Tatsachen kann man wohl folgern, dass sowohl 
Hunger als auch einseitige Ernihrungsweise durch Biweiss- 
Fettdiat, die beide hinsichtlich Kohlenhydratkarenz sich ihnlich 
sind, etwa dieselben schidigenden Hinfliisse auf die Funktion der 
Leber, insbesondere auf die Assimilationsfahigkeit fiir Kohlen- 
hydrat, austiben kénnen. Bei solcher Sachlage scheint es nicht 
ohne Interesse, die Frage zu erledigen, wie die Adrenalinwirkung 
von der Ernahrung abhangig ist. Freilich haben Abderhalden 
und Wertheimer (1924), die auf diesem Gebiete viel gearbeitet 
haben, bereits angegeben, dass bei mit EHiweiss-Fett ernahrten 
Ratten die Wirkung des Adrenalins starker ausfallt, wie bei mit 
gemischter Kost ernahrten. 

Die vorliegende Arbeit hat den Zweck, den Einfluss der Er- 
nahrung auf die hyperglykaémisierende Wirkung des Adrenalins 
und die Beziehung zwischen dieser Wirkung und dem Glykogen- 
bestand des Organismus eingehend zu studieren, und somit gleich- 
zeitig zur Pathologie des Kohlenhydratstoffwechsels etwas bei zu 
tragen, indem einerseits die Hyperglykamie nach Adrenalinzufuhr 
und andererseits der Glykogengehalt sowohl der Leber wie auch 
des Muskels bei verschiedenen Ernahrungsweisen vergleichend 


untersucht wurden. 


I. User BuurzucKer. 


Neun gesunde, mannliche und ausgewachsene Hunde von ver- 
schiedenen Rassen, die zuerst, wie bei uns wtblich, mit kohlen- 
hydratreicher gemischter Kost genahrt worden waren, wurden nur 
mit magerem Rindfleisch gefiittert, bekamen dann bei Gleichhalten 
der Fleischration eine gewisse Menge Schweineschmalz dem Futter 
zugesetzt und wurden endlich wieder mit gemischter Kost genahrt. 
Ausnahmsweise wurde bei 3 Tieren—Nr. 1, 4 und 5—eine Periode 
von reiner Fettkost eingeschaltet, aber bei zwei von diesen—Nr. 1 
und 4—wurde die Periode von EHiweiss+ Fett ausgeschaltet. Ab- 
gesehen von der Hiweiss+Fett-Periode, wo der Kaloriengehalt der 
Nahrung selbstverstindlich vergrossert werden musste, wurde er 
meinen friiheren Erfahrungen entsprechend so bestimmt, dass das 


” > 
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TABELLE 
n += S| 
¢ z gfe Se 
3 ae ronan Yo 
of bo SP Datum Nahrung BBS © e 
= ag las ood AB 
: E ial 
oS Ho} oO 
7, i 4 
(1930) 

Nr. 1. 3.90 23/V gemischte Kost 0.75 

3.95 26/5 93-25/V os ” 0.75 

3.90 20/ 26-28/ ,, a op 0.75 

3.85 3/VI1 1-2/VI Eiweiss—k. 0.75 

3.45 WY 3-13/ ,, is 5 0.75 

3.70 19/,, WAI sf " 0.75 

3:60 | 23/7, (19-227 ,. te 0.75 

3.80 26) ae aoa Fett-K. 0.75 

3.80 PRYE 26=2r/aee ries 0.75 

3.90 80/ ,, 28-29/ ,, gemischte K. 0.75 

3.60 3/VIL |30/VI-2/VII1 *3 9 0.75 

Nr. 4. 4.85 5/ VAI gemischte Kost 1.00 

4.75 Vie 5—8/ VIII - fe 1.00 

4.85 PAY, oy 9220/5 Hiweiss—K. 1.00 

5.00 | 26/,, |21-25/,, pe 1.00 

4.70 29/ ,, 27-287 ,, Fett-K. 1.00 

4.75 | 31/, 29-30/,, Woe 1.00 

4.70 | 11/I1X 31/VIII-10/1X gemischte K. 1.00 

4.55 | 20/,, |11-19/1x : 7 1.00 

Nr. 5. 6.60 6/X gemischte Kost 1.30 

6.90 | 10/,, 6-9 /X , be 1.40 

6.35 Ay 10=13/-,; Eiweiss—K. 1.30 

6.85 | 20/,, |14-19/,, ay ae 1.40 

6.45 Ue 20-237 ,, Eiweiss + Fett-K. 1.30 

6.55 | 27/,, |24-23/,, i‘ = 1.30 

6.55 30/5 28-29/ ,, Fett-K. 1.30 

6.65 4/XI_ | 30/X-3/XI gemischte K. 1.35 

G4ee tt U7 16 fee : < 1.30 

(1931) 

Nr. 8 8.20 27k gemischte Kost 1.65 

7.70 | 30/, 27-29/T . 4 1.55 

7.50 | 3/11 |30/1-2/11 ¥. ‘ 1.50 

UBS 9/ ,, 6-8/ ,, Eiweiss—K. 1.50 

7.55 | 12/,, Oeiive. eee 1.50 

8.15 WE 12-16/ ,, Hiweiss + Fett—K. 1.60 

$105" 1 20//cun i] T72TO/e é ees 1.60 

8.50 DY O23 gemischte K. 1.70 

8.00 | 27/,, |24-26/,, i 4 1.60 

Nr. 9. 6.50 23/11 gemischte Kost 0.65 

6.40 Ba oe 24-26/II Hiweiss—K. 0.64 

6.20 2/ GE 27/1 ae Eiweiss + Fett-K. 0.62 

6.10 iy! 2-4/ ,, gemischte K. 0.61 

6.30 | 23/., 5-22/ ,. 0.95 
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D. <(a) 
woa| a? gS 
Blutzuckergehalt (%) Secl| & Se Sa 
See ees eas 
Vor | #St.|1 St. 14 St.| 28t. sst.|4st./sst./ 838) #88 | PSs 
der ao = a oO SiS) 
Injek- Rhea lame | se 
ae nach der Injekti 
- tion Sie ode (Durchschnittswert) 
0.084 0.112] 0.106| 0.104] 0.101] 0.091 —| — 
0.082 0.095| 0.092| 0.076| 0.073] 0.085) —| — + 0.083 0.103 | 1.24 
0.082 0.104] 0.098| 0.100] 0.088] 0.100) —| — 
0.088| 0.096] 0.109| 0.114] 0.097/ 0.093} —| — 
0.082 | 0.098] 0.113] 0.113] 0.126| 0.117| —| — 
0.078| 0.083] 0.091| 0.099] 0.099| 0.116; —| — |r 0-083 | 9.119 | 1.48 
0.083 | 0.102] 0.102] 0.104] 0.118] 0.121] 0.108! 0.083 
0.083| 0.118] 0.143| 0.144 0.160| 0.155| 0.143| 0.109 
0.087 | 0.113| 0127| 0.132| 0.187| 0.141| o.126| o-098|t 9-085 | 0-150 | 1.76 
0.085 | 0.114] 0.107| 0.107] 0.098] 0.091] 0.083| 0.078 
0.082| 0.106| 0.111| 0.116| 0.118| 0.113| 0.108) 0.078|} 9-089 | 9116 | 1.30 
0.089 | 0.116] 0.126| 0.117] 0.116] 0.102] 0.097| 0.085 
0.093 | 0137| 0.121| 0.107| 0.097| 0.098| 0:097| oor |} 0-091 | 0-181 | 1.44 
0.087| 0.140] 0.126 | 0.126] 0.105} 0.099| 0.094| 0.086 E 
0.091| 0.142| 0.123 | 0.104) 0.115| 0.107| 0:096| 0.093} 9-089 | 0-141 | 1.58 
0.080| 0.126| 0.164 | 0.213| 0.221] 0221! 0.219] 0.158 
0.073| 0.128) 0.151| 0.158) 0.172| 0.176| 0.160| 0.114 CE esa 
0.091| 0.160| 0.148] 0.140] 0.127] 0.121] 0.108| 0.100 
0.096] 0.204| 0.206] 0.181] 0.160] 0.149| 0.115] 0.097 UES CUES Eee 
0.098| 0.130| 0.128] 0.121] 0.109] 0.103} 0.095 0.106) 
0.102| 0.140| 0.131] 0.126! 0.125| 0.124! 0.121| o.104|f 9-209 | 9.185 | 1.35 
0.104| 0.131| 0.132] 0.128| 0.144] 0.118] 0.111 0.123} 
0.104! 0.140| 0.151] 0.137| 0.128| 0.137] 0.138] 0.116|} 9204 | 147 | 141 
0.113| 0.143] 0.137| 0.136] 0.139] 0.142) 0.143 0.129 
0.111) 0.158] 0.172! 0.169] 0.165! 0.142] 0.146] 0.133) 0-142 | 9157 | 1.40 
0.114! 0.176| 0.194] 0.189] 0.177| 0.158| 0.154| 0.146| 0.114 0.194 | 1.70 
0.109] 0.176| 0.156] 0.153] 0.159| 0.152] 0.143} 0.126 REAL Le ae: 
0.113| 0.184| 0.165| 0.147| 0.151] 0.150] 0.129] 0.117 |f ° : 
0.100] 0.120] 0.134| 0.148] 0.151] 0.184| 0.173] 0.170 
0.104] 0,155! 0.167| 0.192| 0.194| 0.170] 0.115] 0.094 | 0.100 0.191 | 1.91 
0.097 | 0.141] 0.176 | 0.195] 0.181] 0.175) 0.148 0.125 | 
0.103| 0.129| 0.173| 0.188| 0.192] 0.202] 0.165 0.128} Rae ere 
0.0971 0.1161 0.145| 0.166| 0.190| 0.197] 0.169| 0.125 |f 9-20 | °: 
0.103| 0.155] 0.184| 0.207] 0.212] 0.220 0.213 0.181) pene eee 
0.097| 0.123) 0.138] 0.161| 0.173] 0.194] 0.175 0.136 0.100 
0.105! 0.142| 0.143| 0.144| 0.138| 0.138| 0.138 138 | Reena 
0.100! 0.130| 0.137) 0.141| 0.143| 0148] 0.144| 0.128 |! 9-109 
0.104| 0.114! 0.109| 0.116/ 0.115| 0.111| 0.110] 0.105} 0.104] 0.116 | 1.12 
0.113| 0.134| 0.141 0.140| 0.149| 0.167| 0.188| 0.174] 0.113 | 0.188 | 1.58 
0.099| 0.118] 0.134] 0.139] 0.148 on ae ace iesak 0.192 | 1.94 
0.102] 0.115} 0.121} 0.121] 0.137] 9. : -Ls 0.093 0.126 1.35 
0.084! 0.097| 0.111| 0.100| 0.110] 0.108] 0.105] 0.097 )) 
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* TABELLE 
n m=) »~ 
ae Fe a a 
3 B.A oF 
AS aos xe} 3 5, Oo 
724 bo Datum Nahrung BB bo 2 
3 ow =) Lc =| 5 
ro oy Q <s lo H 
4 3 <q S=t He) 
Z i of 
(1931) 

Nr. 10. 3.90 25/11 gemischte Kost 0.60 

4.50 287, 25-27 /11 ms Fi 0.68 

4.20 4/III 1-3/11II Eiweiss—K. 0.63 

3.95 Whar A=) 3 A 0.60 

4.10 ily s. 9-10/ ,, Eiweiss + Fett—K. 0.62 

4.20 WAY. 11-13/ ,, es mh oa 0.63 

4.75 UBYA o 16-17/ ,, gemischte K. 0.70 

460" | 217, . | 18-20/—5 : % 0.70 

PON oie | aevO Maree gemischte Kost 0.70 

4.70 10/ 6-9/III os “ 0.70 

4.60 HBB og 1127 7 Eiweiss—K. 0.70 

£95 Vac. aloes ‘ee 0.70 

480 | 20/,, . | 1819/ ,, Eiweiss + Fett-K. 0.72 

4.75 Bovey 20-24/ ,, e es 0.70 

4.90 28/,, 26=2i gemischte K. 0.74 

4.90 IAIN 28= 3 5 " 0.74 

Nr. 12. 5.90 29/V1 gemischte Kost 0.90 

5.90 2/VIL | 29/VI-1/VI1 i. 5 0.90 

6.05 G/, 2=5/ 0; or a 0.90 

5.70 | 9/,. (ans Eiweiss—K. 0.85 

5.95 13/5 9-12/ ,, y sh 0.90 

6.05 16/3, 13-15/ ,, Bs 9 0.90 

6.35 2 0/e 17-19/ ,, Hiweiss + Fett—K. 0.95 

6.30 AYP oe 20--22/ ,, as Pein: 0.95 

6.60 Tien 23-26/ ,, 1 oe 1.00 

6.60 ROY 27-29/ ,, o¢ eas 1.00 

6.45 3/VIIL| 31/VII-2/VIII_ gemischte K. 0.96 

6.35 6/ ,, 3-5/ ,, of Bs 0.95 

Nr. 13. 8.50 30/V1 gemischte Kost 1.27 

8.55 3/ Vil 33 0/aVel=2/avele 9 ” 1.28 

7.90 LO/-s: 8-9/ ,, Eiweiss—K. 1.18 

6.75+\| 14/4, plea ae 1.30 

9.10 UF 14-16/ ,, “es 35 1.37. 

9.75 24) % 20-23/ ,, Eiweiss + Fett—K. 1.46 

9.70 28/ ,, 24-27/,, : Se 1.45 

$.10 31/ ” 28-30/ ” ” ” ” 1.36 

8.40 31/VIII | 31/VII-30/VIII gemischte K. 1.26 

8.15 3/IX | 31/VIII-2/1x 1.20 
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’ . 
I. (b) 
eins ; << 
Blutzuckergehalt (%) § aS ee § e a Py 
Reel] ako] ess 
bg hes Peg 
Sao| Sed | Oats 
Vor | ast.|1 st.]1a st] 2st.|3st.}ast.]5.st./2 82/78 &| 22 
der 
Injek- 
tion nach der Injektion (Durchschnittswert) 
0.093| 0.094| 0.098] 0.106] 0.118] 0.112] 0.103! 0.104 
0.103| 0.147| 0.132] 0.133] 0.136| 0.131| 0.115] 0.107 0.098 | 0.132 | 1.35 
0.094 0.110) 0.122] 0.132] 0.131] 0.125| 0.128] 0.124 
0.108| 0.116] 0.123] 0.118] 0.135] 0.142] 0.151! 0.150 } o.101 0.141 | 1.40 
0.103 | 0.134| 0.142! 0.140] 0.141| 0.135] 0.121| 0.122 
0.116| 0.139] 0.143 0.157| 0.164| 0.166| 0.150] 0.133 } o.110 O154 | 1.40 
0.070| 0.092| 0.094| 0.096! 0.098| 0.102] 0.105| 0.101 
0.092 | 0.111] 0.116| 0.110] 0.116] 0.113] 0.108} 0.106 0.081; 0.110 | 1.36 
0.089 | 0.115] 0.117| 0.125] 0.119| 0.111 0.107] 0.098 
0.086 | 0.096] 0.105| 0.106] 0.110] 0.101] 0.097| 0.087 } WANS NASI Ses 
0.080! 0.102! 0.113| 0.128] 0.142] 0.136! 0.105! 0.087 
0.086| 0.101| 0.124] 0.145] 0.149| 0.171] 0.157 O10 |f 0-083 0.156 | 1.88 
0.088| 0.090| 0.105] 0.114] 0.134] 0.157| 0.178] 0.131 
0.084| 0.096| 0.106| 0.125! 0.129! 0.140! 0.141 eal 0.086 | 0.159 | 1.85 
0.115] 0.111} 0.114] 0.122] 0.128] 0.126} 0.127 oral 
0.089 | 0.095 | 0.106| 0.114] 0.131| 0.118] 0.114] 0.105|J 9-102 | 0129 | 1.26 
0.093] 0.110] 0.115] 0.135] 0.128/ 0.128] 0.120] 0.117), 
0.085 | 0.121] 0.123] 0.131| 0:131| 0.129| 0.116 0.100 0.089 0.140 | 1.57 
0.089| 0.129} 0.120] 0.135] 0.142| 0.136) 0.141] 0.155 
0.090) 0.125} 0.139] 0.139] 0.145] 0.169| 0.140] 0.105 
0.090| 0.127] 0.143| 0.165| 0.202] 0.210] 0.183] 0.143 6.091 0.184 | 2.02 
0.0941 0.112] 0.142] 0.148] 0.151] 0.162| 0.175] 0.148|) 
0.097| 0.117| 0.133] 0.147| 0.149| 0.153| 0.173| 0.168 
0.102 0.135! 0.149| 0.151| 0.167| 0.184| 0.202| 0.178 || inet tree h oted 
0.094| 0.140| 0.148] 0.167| 0.164| 0.165| 0.162 0.124 |/ 
0.091| 0120] 0.135! 0.149| 0.167] 0.166| 0.165| 0.141 
0.096 | 0.142! 0.132] 0.131] 0.130] 0.128] 0.111] 0.091 
0.090| 0.143| 0.154] 0.182] 0.191] 0.178) 0.143 ora |t 0-098 0.166) 1.78 
0.095 | 0.104| 0.127| 0.127! 0.117| 0.116] 0.111 0.105} . 
0.090 | 0.108! 0.118] 0.119| 0.137| 0.135| 0.107] 0.103 |f 9-998 | 9-182 | 142 
0.089 | 0.105! 0.118! 0.132! 0.138! 0.125] 0.101| 0.102 
0.092| 0.117| 0.124) 0.162] 0.194| 0.231] 0.191] 0.125 | 0.001 0.187 | 2.06 
0.093 | 0.117| 0.150) 0.185) 0.189| 0.193] 0.172] 0.118 
0:099| 0.170| 0.180] 0.186] 0:186| 0.175 | 0.147| 0.117 
0.094| 0.137| 0.144] 0.160] 0.167] 0.175| 0.148| 0.095 | 0.094 0.192 | 2.04 
0.089 | 0.167| 0.176| 0.210] 0.210] 0.215| 0.194| 0.125 
0.0941 0.105] 0.143] 0.147] 0.119| 0.101] 0.094| 0.096 | 0.090 een faves 


0.086 


0.119 | 0.154} 0.158 | 0.163] 0.161] 0.129} 0.091 
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Korpergewicht der Tiere keine bedeutende Schwankung erfuhr. 
Dies waren ungefaihr 50 Kal. pro kg Korpergewicht. In jeder 
Ernihrungsperiode, die in der Regel wenigstens eine Woche 
dauerte, wurde den Tieren nach 24stiindigem Fasten 0,1-0,21 mg 
Adrenalin (Sankyo) pro kg Kérpergewicht in der Verdiinnung von 
1: 1000 subkutan am Riicken eingespritzt, und die danach eintre- 
tende Blutzuckersteigerung halbstiindlich bis fiinf Stunden lang 
nach Bangs Mikrobestimmungsmethode untersucht. Mit einer 
Ausnahme (Nr. 9) wurde dieselbe Untersuchung regelmassig 
wenigstens zweimal in jeder Ernahrungsperiode ausgefiihrt. Bei 
Nr. 1 und 4 wurde die nach dem Ko6rpergewicht berechnete 
Adrenalinmenge (0,75 bzw. 1,00 mg d.h. 0,19 bzw. 0,21 mg pro kg 
Korpergewicht) im weiteren Verlauf der Experimente unverandert 
gelassen; in allen anderen Fallen wurde sie von Fall zu Fall, je 
nach dem veranderten Korpergewicht, neu bestimmt. Um einen 
etwaigen Hinfluss der vorangegangenen Adrenalininjektion auf die 
Wirkung der nachstfoleenden moglichst auszuschalten, wurde 
zwischen je zwei Injektionen ein Intervall von mindestens drei 
Tagen eingeftigt. Die einzelnen Daten sind in der Tabelle I zu 
sehen. 

Wie die Tabelle zeigt, stimmten die Versuchsresultate bis auf 
einige Schwankungen im grossen und ganzen ziemlich gut iiberein. 
In allen Fallen tritt die Hyperglykamie in den kohlenhydratarm 
bzw. mit Hiweiss-Fett ernaéhrten Perioden stirker und langer 
dauernd (im Sinne der deutlichen Plateaubildung der Blutzucker- 
kurve) zutage, wie in den kohlenhydratreich bzw. mit gemischter 
Kost erndhrten. In den meisten Fallen scheint der maximale Blut- 
zuckerwert bei der Hyperglykamie der ersteren Periode etwas 
spater erreicht zu werden als bei der der letzteren. Die Hyper- 
glykamie kommt bei der Fettdiat deutlich starker zum Vorschein als 
bei der Hiweissdiaét. Zwischen der Eiweiss- und Hiweiss-++ Fettdiat 
ist kein ausgesprochener Unterschied dieser Reaktion zu konsta- 
tieren. Bei fiinf von neun Tieren flacht die hyperglykimische 
Kurve in der letzten Periode gemischter Kost wieder ab, um sich 
der Kurve der ersten zu nihern. Dieses Verhalten der Hyper- 
glykamie in den verschiedenen Ernahrungsperioden ist am leicht- 
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esten in der Kolonne des Durchschnittswertes sowohl des hyper- 
glykamischen Quotienten wie auch des maximalen Blutzucker- 
gehaltes in Tabelle I zu erkennen. Bei dieser Versuchsanordnung 
zeigt der Blutzuckerwert vor der Injektion des Adrenalins keine 
nennenswerte Abhangigkeit von der vorangehenden Ernadhrungs- 
weise. Auch in der Periode mit gemischter Kost, wo der gesteigerte 
Blutzucker nach Adrenalin in relativ ktirzerer Zeit wieder auf den 
Ausgangswert zurtickzukehren pflegt, kann man keine deutliche 
hypoglykamische Phase nach der Hyperglykamie konstatieren, 
soweit die Untersuchung ausgefiihrt wurde. 

Da aber die hyperglykaémisierende Wirkung des Adrenalins 
nach wiederholter Zufuhr desselben je nach den Versuchsbedin- 
gungen sich verschieden zu verhalten scheint (Waltermann, 
1911; Garnier u. Schulmann, 1914; Hildebrandt, 1920 und 
Stenstrom), wurde bei meiner Untersuchung als Kontrolle bei 
‘Tieren, die ununterbrochen kohlenhydratreich mit gemischter Kost 
gendhrt worden waren, die Blutzuckersteigerung nach Adrenalin- 
injektion untersucht. Dabei blieb, abgesehen von der Ernahrungs- 
weise, die Versuchsanordnung genau dieselbe wie beim Haupt- 
versuche. 

Aus Tabelle II kann man ersehen, dass wahrend der ganzen 
Versuchsdauer die Blutzuckersteigerung ausnahmslos keine Nei- 
eung zur Zu- oder Abnahme zeigt, wenngleich geringfigige 
Schwankungen nicht vermieden werden konnen. 

Nach diesen Ergebnissen unterliegt es also keinem Zweifel, 
dass bei der Eiweiss-Fettdiat die blutzuckersteigernde Wirkung 
des Adrenalins starker in Erscheinung tritt als bei kohlenhydrat- 
reicher gemischter Kost; mit anderen Worten: die genannte Wir- 
kung des Adrenalins wird in hohem Masse von der Ernahrung 
beeinflusst, was der Angabe von Abderhalden und Wertheimer 
entspricht. Diese Erscheinung fallt bei der Fettdiat deutlicher 
ins Auge als bei der EHiweissdiat. 
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Wie oben bemerkt, ist es wohl bekannt, dass die Blutzucker- 
steigerung nach Adrenalinzufuhr von einer Verminderung des 
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Leberglykogens begleitet ist. Aber dafiir, dass der bei Adrenalin- 
injektion im Blute bzw. im Harne auftretende Zucker ausser aus 
der Leber auch aus dem Muskelglykogen stammen kénne, haben 
zuerst Gatin-Gruzewska und Agadschanianz plidiert, da 
sie bei Kaninchen nach einer Hungerperiode und nach Adrenalin- 
behandlung das Muskelglykogen auch, und zwar gelegentlich sogar 
in hoherem Masse vermindert fanden als das Leberglykogen. In 
neuerer Zeit (1925) ist hierfiir besonders Ohara eingetreten: 
er fiihrt zugunsten dieser Auffassung an, dass auch noch bei Tieren, 
deren Leberglykogen durch Hunger voéllig geschwunden ist, 
Adrenalin hyperglykamisierend wirkt, wie auch Bang und andere 
gefunden hatten, und das Muskelglykogen tiber das Mass des durch 
Hunger allein erreichbaren Grades vermindert, ferner dass auch 
nach vollstandiger Ausschaltung der Leber Adrenalin hyper- 
glykamisierend wirkt, und das Muskelglykogen sich vermindert. 
Alle diese Ergebnisse entsprechen der Behauptung von Oka. 

Andererseits fanden aber Frank und Isaac (1909) bei 
Kaninchen und Michaud (1911) bei Hunden, dass mit Phosphor 
vergiftete Tiere keine Hyperglykamie nach Adrenalininjektion 
aufweisen. Vandeput (1910), sowie Falta und Priestley 
(1911) konnten durch Verfahren nach Porges nach vollkommener 
Ausschaltung der Leber keine wesentliche oder tiberhaupt keine 
Blutzuckersteigerung durch Adrenalin erreichen. Ebenso gelang es 
Velich (1906) bei entleberten Fréschen nicht Adrenalindiabetes 
hervorzurufen. Michaud vermochte auch nach Anlegung einer 
Eckschen Fistel meist keine oder keine ausgesprochene Adrenalin- 
hyperglykimie zu verursachen. Alle diese Versuchsergebnisse 
lassen uns die alleinige Bedeutung der Leber fiir die Adrenalin- 
hyperglykamie annehmen. 

Diese Angaben scheinen also keine eindeutige Grundlage zur 
Beantwortung der Frage nach der Herkunft des im Adrenalin- 
diabetes ausgeschiedenen Zuckers zu liefern und lassen die Frage 
noch offen, ob nicht auch andere Stoffe als Kohlenhydrate, 
insbesondere Fette, den bei der Adrenalinwirkung in die Zirkula- 
tion geworfenen Zucker zu bilden vermégen, wenn Glykogen nicht 
gur Verfiigung steht (Blum, Velich, Roubizschek, 1914; 
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Laufberger, 1924; Junkersdorf und Torok, 1926; Wert- 
heimer, 1926; Storring, 1929, ete.). Voriges Jahr teilten 
Fuentes, Duomareo und Numilla (1931) mit, dass Hyper- 
glykimie und Glykosurie trotz fast volliger Entglykogenisierung 
der Leber als Folge der Gallenstauung durch Choledochusunter- 
bindung eintreten, und dass die Leber dieser ikterischen Tiere ihre 
Fahigkeit behalt, die Menge an Neoglukose zu erzeugen, die not- 
wendig ist, um die Adrenalinhyperglykimie hervorzurufen und 
aufrecht zu erhalten, auf Kosten anderer Substanzen des inter- 
mediiren Stoffwechsels, deren Natur noch zu erforschen ist. Die 
Wirkung des Adrenalins in dieser Richtung bedarf also noch 
weiterer Untersuchung. Zu vorliegendem Versuch wurde vor- 
laufig das Glykogen sowohl der Leber als auch des Muskels bei 
den erwadhnten verschiedenen Ernahrungsweisen vergleichend 
untersucht, um zu sehen, in welchem Verhaltnis die Glykogen- 
depots des Organismus zur Reaktion auf Adrenalin stehen. 

Die Untersuchungen wurden an vier Gruppen Hunden 
angestellt, welche mindestens drei Tage lang je nach der Gruppe 
kohlenhydratreich, mit Kiweiss, Hiweiss+ Fett bzw. Fett ernahrt 
worden waren. Mindestens drei Tage nach der letzten Adrenalin- 
injektion und gleichzeitig nach 24stiindigem Fasten wurden die 
Tiere durch kiinstliche Luftembolie getétet, und so schnell wie 
moglich der Glykogengehalt der Leber und des Muskels (Quad- 
riceps femoris) nach Mori-Iwasaki(1922) bestimmt. Alle Unter- 
suchungsbedingungen, auch hinsichtlich der Adrenalinzufuhr, 
wurden hier selbstverstandlich genau in derselben Weise eingestellt, 
wie bei den vorangegangenen Versuchen. Nur dass am selben Tiere 
der Glykogengehalt vor der Adrenalininjektion und der Blutzucker- 
gehalt nach derselben nicht bestimmt werden kénnen, lasst sich 
nicht andern. Bei der diesbeziiglichen Untersuchung stellen also 
die Versuchsresultate den Glykogengehalt dar, der in der Leber in 
dem Zeitpunkt enthalten ist, wo das Adrenalin zugefiilrt werden 
muss. Die Untersuchungsergebnisse sind in Tabelle III gezeigt. 

Der Kiirze und Ubersichtlichkeit halber werden die Mittel- 
werte aller Resultate noch einmal in der folgenden Tabelle IV 
zusammengestellt, die eime neue Kolonne des Glykogengehaltes der 
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TABELLE III, 


<Olei as Tey leks Glykogen- 
PAPE f SOE F|5S | gehalt (%) 
Datum) 5. 'S|.5 B24 Nahrung g% mB |2 Eto} 
Aci oo Ba SalH 2 der des 
fo Leber |Muskels 
(1931) 
7/XII| 14.) 9.35 gemischte Kost 0.095 | 338.5) 2.90 | 2.12 
8/-,, | 18-| 5.50 s x 0.067 | 235.5] 3.84 | 2.32 
WO) 8.| 8.15 op s 0.094 | 277.0] 3.05 | 2.05 
AT yeh |o- 10 op ss 0.095 | 249.5] 4.50 | 2.57 
(1932) 
2/IL | 27.| 6.80 x s 0.095 | 311.5| 1.15 | 0.81 
im Mittel 3.08 1.97 
(1931) 
14/XII| 17.| 5.20 |11-13/XII Hiweiss — Kost 0.087 | 254.0] 3.28 | 2.20 
18/ ,, | 18.| 6.20 |12-17/ ,, ” “5 0.099 | 204.0} 2.95 | 1.94 
21/ ,, | 19.| 5.00 |14-20/ ,, Pe x 0.122 | 245.5] 1.85 | 1.25 
22/ ,, | 20.| 4.60. |15-21/ ,, 0.118 | 234.5] 1.83 | 1.18 
A fe eeleotei 5:70) lb=237, 5, » op 0.091 | 224.5] 1.46] 1.14 
(1932) 
17/II | 35.]11.30 |10-16/1I 35 & 0.077 | 391.5] 1.02 | 0.76 
24/ ,, | 42.| 5.50 |17-23/ ,, - i 0.062 | 190.0] 0.98 | 0.67 
im Mittel 1.91 1.30 
(1931) 
925/XI1| 22.) 4,55 /16-17/X 11 Eiweiss — Kost OOS 2110) 1-240 a7 
18-24/ ,, Eiweiss+ Fett—K. 
28/,. | 23.| 5.10 |23-27/ ,, Eiweiss+ Fett—K.| 0.102 | 175.0] 1.08 | 0.85 
(1932) 
7/1 | 24.| 5.90 |23/XII-6/I Eiweiss+ Fett—K.| 0.089 | 226.0} 1.16 | 0.62 
8/ , | 25.| 4.90 |23-24/XII Hiweiss—K. 0.109 | 240.5| 0.67 | 0.58 
25/XII-7/I Hiweiss+ Fett —K. 
21/ ,, | 26.| 6.30 |11-12/ I Eiweiss—K. 0.084 | 268.0] 1.35 | 0.83 
13-20/ ,, Hiweiss+ Fett —K. 
20/II | 38.|15.70 |18-16/II Eiweiss—K. 0.087 | 585.0] 1.05 | 0.74 
17-19/ ,, EHiweiss+ Fett—K. 
23/ ,, | 39.| 8.70 |16-19/II Hiweiss—K. 0.063 | 236.0] 1.04 | 0.77 
20-22/ ,, BHiweiss+ Fett—K. 
23/,, | 40.| 5.20 |16-19/ ,, Eiweiss—K. 0.066 | 161.0] 0.85 | 0.67 
20-22/ ,, Eiweiss+ Fett —K. 
im Mittel 1.05 0.78 
(1932) 
5/IL | 28.| 4.90 |23/I-1/II Eiweiss—K. 0.091 | 218.0] 0.63 | 0.61 
mm ZYME TSRe Ike, 
5/ ,, | 29.| 5.00 |23/I-1/II Eiweiss—K. 0.099 | 197.0| 0.65 | 0.58 
DeA/ TT ett — Ke 
11/,, | 32.| 7.00|4-7/,, Eiweiss—K. 0.090 | 191.0} 0.74 | 0.68 
= 1 0am Heiy a 
13/ ,, | 34.| 3.70 | 6 9/ , Hiweiss—K. 0.077 | 184.5] 0.65 | 0.51 
10-12/ ,, Fett—K. 
19/ ,, | 36.| 21.30 |12-15/ ,, Eiweiss—K. 0.073 | 620.0] 0.60 | 0.54 


16-18/ ,, Fett—K. 
im Mittel 0.65 0.57 
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TABELLE IV. 


Mittelwert des Glykogengehaltes 
‘ . r Leber des Muskels 
Zahl der Hrasheungs- der Leber es Muske 
Versuchs- maae 
hunde (g) 
(%) pro kg (%) 
Korpergew. 
5 gemischt 3.08 1.29 1.97 
7 Hiweiss 1.91 0.81 1.30 
8 Hiweiss + Fett 1.05 0.40 0.78 
5 Fett 0.65 0.22 0.57 


Leber pro kg Korpergewicht enthalt und keiner weiteren Erklarung 
bedarf. 


RESUME. 


Die Blutzuckersteigerung nach Adrenalininjektion fallt bei 
kohlenhydratarmer bzw. Eiweiss-Fettdiaét eher starker und langer 
dauernd aus als bei kohlenhydratreicher gemischter, d.h. in dem 
Sinne, dass dort der von der Blutzuckerkurve begrenzte Flachen- 
raum im Koordinatensystem weit grésser ist als hier. Unter den 
kohlenhydratarmen Ernihrungsweisen erscheint die Hyper- 
glykamie bei Fettnahrung stirker als bei Hiweissnahrung, aber 
zwischen der Hiweiss- und Hiweiss+Fettnahrung ist keine merk- 
liche Differenz dieser Reaktion nachzuweisen. Der maximale Blut- 
zuckerwert kommt meistens bei kohlenhydratarmer Didt etwas 
spdter zum Vorschein, als bei den sonstigen Diatweisen. Der 
Glykogengehalt sowohl der Leber als auch des Muskels ist bei 
kohlenhydratreicher Ernihrung weit grésser als bei den anderen, 
und zwar nimmt er in folgender Reihenfolge ab: kohlenhydrat- 
reiche, Hiweiss-, EHiweiss+Fett- und Fettnahrung. Die Lieber 
enthalt bei einem und demselben Tiere in allen Fallen, also 
unabhangig von der Ernihrungsweise, mehr Glykogen als der 
Muskel. Das Muskelglykogen nimmt, wenn auch in etwas gerin- 
gerem Masse, annidhernd parallel mit dem der Leber ab bzw. zu. 
Bei der Fettnahrung ist aber deshalb die absolute Differenz zwi- 
schen dem Glykogengehalt der beiden Organe sehr geringfiigig. 
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Wenn man die Ergebnisse beider Versuchsreihen zusammenfassend 
betrachtet, so ist es auffallend, dass unter dieser Bedingung die 
Hyperglykamie nach Adrenalinzufuhr bei kohlenhydratarmer bzw. 
Hiweiss—Fett-Ernahrung, wo der Organismus an Glykogenbestand 
deutlich verarmt, eher starker zutage tritt als bei kohlenhydrat- 
reicher Ernahrung mit reichlicheren Glykogendepots. Zwischen 
der Hyperglykimie nach Adrenalin und dem Glykogenbestand des 
Organismus ist also kein direkter Parallelismus im quantitativen 
Sinne des Wortes nachzuweisen. Mit anderen Worten: diese Wir- 
kung des Adrenalins wird dureh die Ernahrung deutlich beein- 
flusst, was um so auffallender ist, als der Glykogenbestand dabei 
fiir das Zustandekommen der Adrenalinhyperglykaémie keine aus- 
schlaggebende Rolle spielt. Die Ursache dieser Erscheinung muss 
folgerichtig in einer anderen Richtung gesucht werden. Ich neige 
zu der Ansicht, dass diese modifizierte Reaktion auf Adrenalin- 
zufuhr u. U. wenigstens zum Teil auf eine gewisse Veranderung, 
sozusagen eine Art Umstimmung, der Erfolgsorgane zuriickgehen 
mag, die durch einseitige Ernahrung hervorgerufen worden sein 
kann. Das ist aber noch weiter zu erforschen. Die anfangs auf- 
geworfene Frage, wie das Glykogen des Muskels tiberhaupt an der 
Adrenalinhypereglykamie beteiligt sein mag, und wie der Zucker 
aus Nichtkohlenhydraten bei kohlenhydratarmem Zustande durch 
Adrenalininjektion gebildet werden konnte, bleibt zur Zeit noch 
offen. 

Zam Schlusse erfiille ich die angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
N. Kageura, auf dessen Veranlassung diese Arbeit zustande 
gekommen ist, fiir seine Leitung und Unterweisung meinen er- 
gebensten Dank auszusprechen. 


LITERATUR. 

Abderhalden,, H. u. Wertheimer, E. (1924): Pfliigers Arch., 205, 
546. 

Agadschanianz, K. (1907): Biochem. Zeitschr., 2, 148. 

Asakawa, O. (1920): Mitteil. d. med. Fakul. d. Kaiserl. Universitat zu 
Tokyo, 25, 539. 

Bang, I. (1913): Der Blutzucker, Wiesbaden. 

Barrenscheen, H. (1914): Biochem. Zeitschr., 58, 277. 

Biberfeld, J. (1919): Arch. exp. Pathol. u. Pharmak., 84, 360. 


26 


kK. Yoshio: 


Blum, F. (1902): Pfliigers Arch., 90, 617. 

Collens, W. S., Shelling, D. H. u. Byron, C. 8. (1926): Proc. soe. 
exp. biol. and med., 23, 361 u. 545. zit. nach Bayer, Handb. d. inn, 
Sekretion, Leipzig, 2, Half. 1., 1929. 

Doyon, M.u. Kareff, N. (1904): Compt. rend. Soc. Biol., 56, 66. zit. 
nach Bang. 

Drummond, W. B. u. Paton, D. N. (1904): Journ. Physiol., 31, 92. 

Embden, G.: zit. nach Isaac u. Siegel, Handb. d. normal. u. pathol. 
Physiol., Berlin, 5, 513, 1928. 

Falta, W. u. Priestley, J. G. (1911): Berlin. klin. Wochenschr., 48, 
2102. 

Frank, E. u. Isaac, C. (1909): Zeitschr. exp. Pathol. u. Ther., 7, 326. 
zit. nach Bang. 

Fuentes, B., Duomarco, J. und Numilla, A. (1931): Zeitschr. exp. 
Med., 75, 577. 

Gatin-Gruzewska, Z. (1906): Compt. rend Acad. Scien., 142, 1165. 
zit. nach Bang und Bayer. 

Garnier, M. u. Schulmann, E. (1914): Compt. rend. Soe. Biol. 76, 
287. zit. nach Bayer. 

Hildebrandt, F. (1920): Arch. exp. Pathol. u. Pharmak., 88, 80. 

Herter, C. A. u. Richards, A. N. (1902): N. Y. Med. News, 80, 201. zit 
nach Biberfeld. 

Ikeziri, K. (1926): Vortrag in d. japan. Gesellsch. f. inn. Med. in Tokyo. 

Tkushima, T. (1929): Journ. Gastroenterology, 4, 1310. 

sf (1930): ebenda 5, 38. 

Iwao, C. (1932): Vortrag von Prof. Tsunoo in der japan. Gesellsch. f. 
Verdauungskr. in Nagoya. 

Iwasaki, T. u. Mori, M. (1922): zit. n. Suto, Praktikum d. physiol. 
Chemie, 11. Aufl. Tokyo, 234. 

Junkersdorf, P. u. Tér6ék, P. (1926): Pfliigers Arch., 211, 414: 

Kageura, N. (1922): Journ. Biochem., 1, 333. I. Mitteil. 

ma (1924): ebenda 3, 457. V. Mitteil. 

Kinoshita, T. (1926): Nippon Naika Gakkai Zasshi (Mitteil. d. japan. 
Gesellsch. f. inn. Med.), 14, 443. 

Laufberger, W. (1924): Klin. Wochenschr., 3, 264. 

Markowitz, J. (1925): Amer. Journ. Physiol., 74, 22. 

Michaud (1911): Verhandl. d. deutsch. Kongr. f. inn. Med., Wiesbaden. 
zit. nach Bang. 

Ohara, T. (1925): Tohoku Journ. exp. Med., 6, 1 u. 23. 


Oka, T. (1922): ebenda 3, 206. 
Pollak, L. (1909): Arch. exp. Pathol. u. Pharmak., 61, 149. 
Ritzmann, H. (1909): ebenda (il, atile 


Roubitzschek, R. (1914): Pfliigers Arch., 155, 68. 
Staub, H. (1922): Zeitschr, klin. Med., 93, 123. 
Stenstrom, T,: zit. nach Bayer, 


Einfluss der Ernahrung auf die Wirkung des Adrenalins. 27 


Stérring, G. (1929): Pfliigers Arch., 221, 282. 

Susaki, K. (1926): La Iji-Sinbun, Nr. 1201, 1443. 

Vandeput, EH. (1910): Arch, internat. Physiol., 9, 292. zit. n. Bayer. 

Velich, A. (1906): Virchows Arch., 184, 345. 

Waltermann, N. (1911): Zeitschr. physiol. Chem., 74, 273. 

Wertheimer, EH. (1926): Pflitigers Arch., 213, 298. 

Wolownik, B. (1905): Virchows Arch., 180, 225. 

Yoshida, K. (1930): Buleteno de la Jurmedica Instituto de la Medicina 
Fakultato de Nagasaki, 2, 132. 


The Journal of Biochemistry, Vol. XVII, No. 1. 


EINFLUSS DER GALLENSAURE AUF DEN CALCIUM- 
STOFFWECHSEL IV. 


Veranderungen im Kalkzustand durch Zufuhr von 
Gallensdure bei normaler sowie thyreopara- 
thyreopriver Hiindin. 


Von 


TADAO HOSIZIMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut, Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 17. September 1932) 


Nach Sekitoo (1930) soll der Kalkgehalt im Harn und Blut 
durch Zufuhr von Cholsdure oder durch Anbringen des experi- 
mentellen Stauungsikterus bei Kaninchen gesteigert werden. 
Weiter hat er dabei beobachtet, dass sich das Ca im Blut bei 
Verlust von Gallenséure aus dem Organismus, bzw. durch Ab- 
leitung der Galle nach aussen aus der Gallenblasenfistel vermindert. 
Nach King und Stewart (1909), Davidson und Emerson 
(1927) aber wird beim Stauungsikterus oder bei Zufuhr von Galle 
der Kalkgehalt des Blutes gesteigert. Nach Fuziwara (1931) 
und Okii (1932) soll das Ca im Kot durch Zufuhr von Cholsaure 
vermindert werden. Kawada (1931) hat beobachtet, dass es in 
der Galle des Hundes dadureh vermehrt wird. Die oben ange- 
fuhrten Daten zeigen, dass der Calciumstoffwechsel mit der Gallen- 
sduremenge im Organismus in inniger Beziehung steht. Nach 
Zondek (1929) sollen die Verinderungen der Elektrolytenmenge 
in Geweben und Organen mit der Funktion der diese inner- 
vierenden vegetativen Nerven eng verkniipft sein. Liegt eine 
derartige Konzentrationsinderung der Ionen durch die Funktion 
des vegetativen Nervensystems vor, so kénnten die Jonen im Blut 
auch durch die verschiedenen Hormone beeinflusst werden, die ja 
die Funktion der vegetativen Nerven stark beeinflussen. 

Uber den Zusammenhang zwischen der Funktion des vege- 
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tativen Nervensystems und der Wirkung der Gallensaéure haben 
schon Tsuji (1930), Sekitoo (1930), T. Okamura (1928) und 
Taku (1928) Studien gemacht und gefunden, dass die Gallen- 
siiture zu dem Adrenalin antagonistisch wirkt, indem sie auf den 
Sympathieus lahmend und auf den Vagus reizend einwirkt. Nach 
Kitayama (1927) soll das Zuckerzentrum fiir den Calciumstoff- 
wechsel eine grosse Rolle spielen, indem es die Ausschiittung des 
Adrenalins aus der Nebenniere unter Vermittelung der N. splan- 
chnici bewirkt. Daher muss der Calciumgehalt im Blut durch 
Zufuhr von Adrenalin oder durch die Piqtire vermindert werden. 
W ollheimer (1929) behauptet, dass der sympathische Reiz zu 
einer Calciumkonzentrierung, der vagische zu einer Calcium- 
verdiinnune im Gewebe fiihrt, und dass die durch die vegetative 
Nervenfunktion ausgeléste Verteilungsinderung der EHlektrolyte 
in den Geweben Wasserversuchiebung bewirke, durch die die Funk- 
tion der Organe und Gewebe stark beeinflusst wird. Aus den oben 
angefiihrten Daten geht hervor, dass zwischen dem Calciumstoff- 
wechsel und der vegetativen Nervenfunktion eine innige Beziehung 
besteht, welche letztere mit den innersekretorischen Substanzen 
unverkennbar eng verkniipft ist. Im oben erwahnten Sinne ist es 
von Bedeutung, den Hinfluss der Gallensiure mit anderen Hor- 
monen auf den Calciumstoffwechsel zu untersuchen, da die Gallen- 
saure auch eine hormonale Wirkung hat. 

Ks ist allgemein bekannt, dass das Hormon aus der Neben- 
schilddriise, Parathormon nach Collip (1925) mit dem Calcium- 
stoffwechsel und mit der sympathischen Nervenfunktion in innigem 
Zusammenhang steht. Es ist auch allgemein anerkannt, dass die 
Tetanie der parathyreopriven Tiere unter im Serum stark ver- 
mindertem Kalkspiegel hervorgerufen wird, indem nach Rominger 
und Meyer (1930), Robison und Soames (1924) die Kalk- 
anlagerung in den Knochen vermehrt wird. Nach Waltner 
(1928), Greenwald und Gross (1928) soll aber diese Hormon- 
wirkung unter héherem Kalkspiegel im Serum und stark erhéhter 
Kalkausscheidung im Harn Calciumphosphat aus den Knochen 
auslosen. Hess, Lewis und Rivikin (1928) haben zuerst ge- 
funden, dass die tiberschiissige Zufuhr von bestrahltem Ergosterin 
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eine Hypercalcimie herbeifiihrt. Uber das Wesen der Hyper- 
ealeamie sind die Meinungen je nach den Autoren, wie Demole 
und Christ(1929), und Bischoff(1930) Holtz und Schreiber 
(1930), Jones, Rapoport und Hodes (1930), Greenwald und 
Gross (1928), Jones (1926) ganz verschieden, indem einerseits 
das Ergosterin die vermehrte Sekretion des Parathormons her- 
beiftihren, andererseits dagegen nicht auf die Tetanie von para- 
thyreopriven Tieren wirken soll. Nach Hess, Weinstock und 
Rivikin (1930), Hess, Benjamin und Gross (1931) soll die 
Hypercaleaimie bei Uberzufuhr von bestrahltem Ergosterin aus den 
Knochen herstammen. Nach Higashi (1931) wird die hyper- 
calcamisch wirkende Gallensaure in der Galle des Hundes durch 
Zufuhr von bestrahltem Ergosterin vermehrt. Daher ist es 
interessant, die Beziehung zwischen den beiden Wirkungen, der von 
bestrahltem Ergosterin und der von Gallensaure, zu erforschen, 
und das Verhalten der Gallenséure gegen die Tetanie klarzustellen. 
Betreffend die Beziehung zwischen Thyroxin und autonomem 
Nervensystem wurde von Kraus und Friedenthal (1908), 
Eppinger (1908) und Cori (1921) bewiesen, dass Thyroxin auf 
den Sympathicus reizend wirkt. Hs ist interessant die Wirkung 
von Gallenséure und Thyroxin zu untersuchen, weil sie beide mit 
dem Kohlehydratstoffwechsel in inniger Beziehung stehen. 


EXPERIMENTELLER TEIN. 


Zum Versuch wurde eine ausgewachsene Hiindin benutzt. Die 
Hiindin wurde immer mit folgender Nahrung gefiittert: Reis 
300 g, trockne Fischchen 100g, und etwas Shoyu aus Bohnen. 
Ausserhalb der Versuchszeit wurde sie mittags gefiittert; am 
eigentlichen Versuchstag wurde ihr nichts gegeben. Wahrend der 
Versuchsperiode wurde die Hiindin ganz ruhig in einem Kafig 
gehalten. Das Blut, 6-7 ccm, wurde an der V. saphena mittels der 
Rekordspritze entnommen, und das Serum in iiblicher Weise 
bereitet. Der Harn wurde im Intervall von 1-2 Stunden durch 
Katheterisieren ausgelassen und unter Ansaéuerung mit verdtnnter 
Essigsiure abfiltriert, 5 ccm davon wurden fiir die Calciumbestim- 
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mung verwendet. Der Kalkgehalt im Blut und im Harn wurde 
nach der von Inouye (1922) modifizierten Methode von De Waad 
bestimmt. Die Feststellungen wurden jedesmal doppelt ausgeftihrt. 


1. Versuch bet wiederholter Blutentnahme. 


Aus den Tabellen I und IT ist ersichtlich, dass der Calcium- 
gehalt des Blutes der normalen Hiindin 8.68-12.57 mg%, durch- 
schnittlich 11.0mg%, betraigt. Die Blutentnahme geschah im 
Intervall von 1-2 Stunden. Die jeweils folgende Blutentnahme 
zeigte eine kleine Verminderung des Kaikgehalts des Blutes, die 
innerhalb 0.5 mg% liegt. Der Verminderungsgrad ist je nach dem 


TABELLE I. 
Bei wiederholter Blutentnahme. 


Hiindin Serum-Ca Zu- bzw. Harn-Ca 
Ny. Datum mg % Abnahme % Datum mg 
12/11 
8.00 8.68 
ail 10.00 8.41 —3.11 
12.00 8.09 —6.80 
PY ABELL 
; 10.05 10.98 8.00-10.00 6.68 
= 12.05 10.58 — 3.64 12.00 0.25 
2.05 10.18 —7.29 2.00 3.46 
4.00 2.87 
(HAGUE 
8.50 11.59 7.45— 8.45 2.53 
3 9.50 11.10 —4.23 10.45 4.50 
11.50 10.80 —6.82 12.45 4.41 
1.50 10.51 —9.32 2.45 3.89 
4.45 2.64 
9/III 
9.35 10.14 8.30— 9.30 bya 
4 10.35 10.16 0.20 11.30 8.88 
12.35 10.05 —0.89 1230) 7.28 
2.35 9.82 —3.16 3.30 5.44 
5.30 3.48 
10/III 
9.05 10.80 8.00— 9.00 4.31 
5 10.05 10.80 —0.92 10.00 2.96 
12.05 10.09 —7.43 12.00 4.44 
2.05 9.97 —9.15 2.00 3.96 
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Tiere verschieden. Dieses Resultat stimmt gut mit dem von 
Sekitoo tiberein, das er bei Kaninchen beobachtete. Auch nimmt 
die Kalkausscheidung im Harn bei fortlaufender Blutentnahme 
allmahlich ab, wie in der Tabelle I angegeben ist. 


2. Versuch ber Zufuhr von Cholséure. 


Bei diesem Versuch wurden der Hiindin 0.7 cem einer 1%igen 
Natriumeholatlésung pro ke Korpergewicht intravenés injiziert, 
und vor und nach der Zufuhr im Zeitintervall von 1-2 Stunden der 
Calciumgehalt des Blutes und des Harns bestimmt. Die Resultate 
sind in der folgenden Tabelle II zusammengefasst. Aus der Tabelle 
IT lasst sich ersehen, dass schon nach der ersten Stunde nach der 
Zufuhr von Cholséure der Calciumgehalt des Blutes gesteigert 
wird. In den Fallen Nr. 4 und Nr. 5 hat der Kalkspiegel nach 
zwei Stunden sein Maximum erreicht. Der hypercaleamische Wert 
bei peroraler Zufuhr von Cholsdure erreicht sein Maximum 3-4 
Stunden nach der Zufuhr, wie Sekitoo beobachtet hat. Die 
Calciumausscheidung im Harn vermehrt sich im allgemeinen 24 
Stunden nach der Zufuhr der Cholséure, um dann wieder zum 
Anfangswert abzusteigen, wie in der Tabelle II angegeben ist. 


TABELLE II. 


Bei Zufuhr von Cholsaure. 


ee Datum eae 2 Datum tee i Bemerkung 
24/11 
8.30— 9.30 0.63 P 

1 11.30 3.15 < Cholatlésung 

1.30 1.22 
28/111 

9.57 11.45 8.52- 9.52 5.37 Sans 
11.57 11.85 11.52 9.49 
2 1.57 12.44 1.52 11.84 
3.52 7.78 
5.52 6.81 
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uae Datuni See Datum swe Bemerkung 
29/TII 24/1 
9.40 12.14 8.35— 9.35 2.86 
. Me 
10.40 12.63 10.35 1.79 Cholatlésung 
12.40 12.75 12.35 5.59 
3 2.40 12.72 2.35 4.54 
4.35 3.62 
6.35 3.28 
21/11 
9.55 11.94 8.50— 9.50 4.05 
P 11.55 13.12 11.50 5.39 | Cholatlésung 
1.55 11.75 1.50 4.28 
3.50 4.11 
16/III 
9.55 12.57 8.50- 9.50 a4 
11.55 12.77 11.50 0.96 | Cholatlosung 
. : 
1.55 12.37 1.50 0.80 
3.50 0.77 
25/III 
9.15 10.43 8.10- 9.10 4.46 
: 11.15 11.61 11.10) 13.45 [© Cholatlosung 
1.15 10.91 1.10 as 
3.10} 10.10 
1/IV 
8.45 11.12 7.50— 8.50 1.85 
10.45 11.88 10.50 1.62 |* Cholatlosung 
7 12.45 11.37 12.50 2.45 
2.50 1.55 
4.50 0.97 
3/1V 
8.45 10.11 
8 9.45 10.69 < Cholatlosung 
11.45 10.82 
1.45 10.41 
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3. Versuch bet Zufuhr von Cholsiure bei thyreo- 
parathyreoidektomierter Hiindin. 


Die Thyreoparathyreoidektomie geschah nach Hammarsten. 
Der tetanische Anfall tritt 3-5 Tage nach der Operation auf. Das 
Auftreten der Tetanie war je nach den Tieren ganz verschieden, 
und der Blutkalkspiegel diente nicht immer als ein Zeichen des 


Tetanieausbruchs. 


Nach der Thyreoparathyreoidektomie wurden 


der Hiindin 0.7 cem einer 1%igen Cholatlésung pro kg intravenés 
verabreicht, und vor und nach der Zufuhr wurde das Ca des Blutes 
und des Harns bestimmt. 


TABELLE III. 


Bei Zufuhr von Cholséiure bei thyreoparathyraoidektomierten 


Hiindinnen. 
ae Datum S ile hoe Datum Tease Bemerkung 
22/V Operation 
23/V 6.68 
24/V 7.84 
25/V 8.10- 9.10 1.12 
7 10.10 0.97 © Cholatlosung 
1.10 1.38 
3.10 1.44 
5.10 1.13 
26/V Tetanie 
27/V Operation 
28/V 7.94 
eae 6.57 8.20- 9.20 3.59 AEN Hse 
9 10.26 6.86 11.20 4.35 ue S 
11.26 6.76 1.20 3.63 
12.26 6.66 3.20 2.64 
1.26 6.76 
30/V Tetanie 


iO] 
vo 
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TaBELLE III. (Fortsetzung) 
ee Datum peau Datum ee Bemerkung 
5/V Operation 
8/V 
9.05 7.55 8.00— 9.00 1.24 
10.05 8.23 11.00 1.59 © Cholatlésung 
3 11.05 8.33 1.00 1.68 
12.05 7.64 3.00 1.06 
1.05 7.64 5.00 1.64 
2.05 7.44 
11/V Tetanie 
5/V Operation 
10/V 
9.00 7.06 9.05-10.05 2.77 
r 10.00 6.85 12.05 5.53 | Cholatlosung 
11.00 7.38 2.05 7.79 
12.06 7.49 4.05 3.85 
1.00 7.49 6.05 oul) 
25/V Operation 
28/V 
9.10 6.74 8.05— 9.05 1.17 
10.10 6.79 11.05 a.4gy | Cholatlosung 
: 11.10 6.38 1.05 3.93 
12.10 7.06 3.05 2.73 
1.10 6.65 5.05 1.24 
2.10 6.59 Tetanie 
29/V Operation 
1/VI 7.94 
2/VI 6.27 
3/V1 
9.05 5.59 8.00-— 9.00 0.68 
: 10.05 6.39 11.00 oor | nelatlosung 
11.05 (SHE 1.00 1.00 
12.05 7.06 3.00 1.18 
1.05 5.49 5.00 1.02 
2.05 5.29 
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Aus der Tabelle III lisst sich ersehen, dass der Kalkgehalt im 
Blut der thyreoparathyreopriven MHiindinnen ebenfalls durch 
Zufuhr von Cholsdure gesteigert wird, und dass diese Steigerung 
schon nach der ersten Stunde nach der Zufuhr auftritt und nach 
2 Stunden ihr Maximum erreicht. 

Diese hypercaleémische Wirkung der Cholsdure tritt viel 
schwacher auf als bei normaler Hiindin. Auch wenn dieselbe 
Menge von Cholsaure der thyreoparathyreopriven Hiindin einmal 
nach der Operation parenteral verabreicht wurde, konnte dadurch 
der tetanische Anfall nicht verhiitet werden. Was die Kalk- 
auscheidung im Harn betrifft, so wird sie, ausgenommen bei Nr. 2, 
durch Zufuhr von Cholsdéure in allen Fallen vermehrt, und diese 
Vermehrung tritt, wie im Blut, viel schwacher und verzogerter 
auf als bei normaler Hiindin. Aus den Resultaten scheint mir, 
dass die hypercaleamische Wirkung der Cholsdure unabhangig von 
der Funktion der Nebenschilddriise vor sich geht. 


4. Versuch bei Zufuhr von Thyroxin bei thyreo- 
parathyreopriver Hiindin. 

Hierbei wurde der thyreoparathyreopriven Hiindin 0.5-1.5 mg 
Thyroxin (Thyroxine B.D.H.) pro kg Korpergewicht intravenos 
verabreicht, und vor und nach der Zufuhr wurde der Kalkgehalt im 
Blut und Harn bestimmt. Die Tabelle IV zeigt, dass der Calcium- 
spiegel des Blutes bei Zufuhr von Thyroxin im Vergleich mit dem 
Versuch bei einfacher Blutentnahme keinen Unterschied zeigt. Die 
Hypercalecimie bei Hiindin Nr. 1 und 2, verglichen mit der Kon- 
trolle, ist so gering, dass sie in der Fehlergrenze des Versuches liegt. 
Die Calciumauscheidung im Harn wird dagegen durch Zufuhr von 
Thyroxin etwas gesteigert. Bei den Fallen von Hiindin Nr. 2 und 
3 wurde die anfangs vermehrte und dann wieder verringerte Kalk- 
ausscheidung nach 6-8 Stunden wieder vermehrt. Diese Kalkaus- 
scheidung im Harn infolge von Thyroxin geht also ganz anders 
vor sich als die durch Gallenséure bewirkte. 
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TABELLE IV. 


Bei Zufuhr von Thyroxin bei thyreoparathyreopriver Hiindin. 


Hiindin 


Serum-Ca 


Harn-Ca 


NG Datum mg % Datum mg Bemerkung 
14/VII Operation 
15/VII 10.34 
16/VII 
9.00 7.52 7.55- 8.55 1.40 
: 10.00 7.24 10.55 151 © | Thyroxin 
12.00 6.11 12.55 1.66 
2.00 6.67 2.55 1.27 
4.00 6.86 4,55 1.15 
8/VIL Operation 
9/VII 10.06 
10/VII 
9.05 9.59 8.00 9.00 1.56 
: 11.05 8.84 11.00 1.75. | Thyroxin 
1.05 8.84 1.00 1.54 
3.05 8.55 3.00 1.27 
5.00 1.47 
19/VII Operation 
21/VII 
9.05 7.01 8.00- 9.00 1.56 
10 05 6.84 11.00 175 ois Ghyrema 
z 12.05 6.77 1.00 1.54 
2.05 6.44 3.00 1.56 
4.05 = 5.00 1.80 
6.05 6.44 7.00 1.93 
28/VI1 Operation 
30/VII 
8.50 7.95 7.45- 8.45 1.03 
4 10.50 7.21 10.45 4.46 | Thyroxin 
12.50 = 12.45 1.07 
2.50 7.02 2.45 1.10 
4.50 6.88 4.45 111 
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TABELLE IV. (Fortsetzung) 


og Datum oe Datum 2 ee Bemerkung 
14/VII ; Operation 
16/VII 
9.05 9.59 8-60- 9.00 4.12 
: 11.05 8.93 dione Ween soos 
1.05 8.84 1.00 3.76 
3.05 8.84 3.00 2.29 
5.05 8.46 5.00 2.11 
22/VII Operation 
24/VII 
7.40— 8.40 1.22 
10.40 1.79 < Thyroxin 
6 12.40 1.80 
2.40 1.63 
4.40 1.83 
6.40 1.49 
8.40 1.53 


5. Versuch bei Zufuhr von Thyroxin und Cholsiure bei 

thyreoparathyreoprwer Hiindin. 

Bei diesem Versuch wurde der thyreoparathyreopriven Hiindin 
dieselbe Menge von Thyroxin und Cholsdéure genau wie bei Versuch 
3 und 4, aber hintereinander verabreicht. Der Kalkgehalt im Blut 
und Harn wurde vor und nach der Zufuhr bestimmt. 

Aus der Tabelle V erhellt, dass der Kalkgehalt des Blutes der 
thyreoparathyreopriven Hiindin durch Zufuhr von Thyroxin und 
Cholséure ganz leicht gesteigert wird. Diese Vermehrung tritt 
viel schwiacher auf als die bei Zufuhr von Cholsaure allein. Der 
Kalkgehalt des Harns der thyreoparathyreopriven Hiindin wird 
dureh Zufuhr von Cholséure und Thyroxin vermehrt, was haupt- 
sachlich durch die Wirkung der Cholsaure bedingt zu sein scheint. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Wirkungen der Cholsaure und 
des Thyroxins auf den Calciumstoffwechsel bei der thyreopara- 
thyreopriven Hiindin unabhangig voneinander vor sich gehen. 
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TABELLE V. 


Bei Zufuhr von Thyroxin und Cholsiure bei thyreopara- 
thyreopriver Hiindin. 


A a Datum stant: Datum reese Bemerkung 
13/VIII Operation 
15/VIII 
9.00 7.44 7.55- 8.55 1.82 Thyroxin u. 
11.00 6.60 10.55 212 | Cholatlosung 
1 1.00 6.60 12.55 2.20 
3.00 6.70 2.55 2.01 
5.00 6.60 4.55 1.89 
7.00 6.51 6.55 1.72 
11/VIII Operation 
13/VIII 
9.05 6.14 8.00- 9.00 1.15 Thyroxin u. 
11.05 6.32 11.00 1.32 | Cholatlosung 
a 1.05 6.70 1.00 iba 
3.05 6.95 3.00 1.14 
5.05 5.67 5.00 1.06 
7.05 5.86 7.00 1.32 
20/VIII Operation 
22/VIII 
9.15 6.32 8.10- 9.10 111 Thyroxin u. 
10.15 6.14 11.10 1.87 | Cholatlosung 
" 12.15 5.91 1.10 2.46 
2.15 5.91 3.10 1.51 
4.15 5.86 5.10 1.21 
6.15 5.58 7.10 1.57 
24/VIII Operation 
26/VIII 
8.50 7.81 7.45- 8.45 1.97 Thyroxin u: 
9.50 7.31 11.45 2.74  |--Cholatlosung 
= 11.50 7.35 12.45 4.21 
1.50 711 2.45 2,02 
3.50 7.05 4.45 1.66 
5.50 6.78 6.45 2.60 
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6. Versuch bei Zufuhr von Parathyreideaextrakt bei 
thyreoparathyreopriver Hiindin. 

Bei diesem Versuch wurde der thyreoparathyreopriven 
Hiindin Parathyreoideaextrakt (Parathyrenin) 4-5 cem subkutan 
injiziert, und vor und nach der Zufuhr der Kalkgehalt im Blut 
und im Harn bestimmt. Die Resultate sind in der folgenden 
Tabelle VI zusammengestellt. 

Aus der Tabelle VI ist zu ersehen, dass der Kalkgehalt des 
Blutes der thyreoparathyreopriven Hiindin durch die Zufuhr von 
Parathyreoideaextrakt vermehrt wird. Diese Vermehrung tritt, 
verglichen mit den von anderen Autoren beobachteten Resultaten, 
viel schwacher auf. Die nach der Operation allmahlich herab- 
gesetzte Kalkausscheidung im Harn wird durch Zufuhr von Para- 
thyreoideaextrakt wieder erhoht, was in Tabelle VI zu sehen ist. 


7. Versuch ber Zufuhr von Parathyreoideaextrakt wnd 
Cholsdure bei thyreoparathyreopriver Hiindin. 

Hierbei wurde der thyreoparathyreoidektomierten Hiindin 
dieselbe Menge von Parathyreoideaextrakt und Cholsiure wie bei 
den Versuchen 3 und 6 hintereinander verabreicht, und zwar 
wurde die erstere subkutan, die letztere intravenés eingefihrt. 
Der Kalkgehalt des Blutes und im Harn wird, ob die Zufuhr von 
Parathyreoideaextrakt mit oder ohne Cholsdure erfolgt, nicht 
merklich verandert (vergleiche Tabelle III, VI und VII). Wenn 
auch der Kalkgehalt im Blut und die Kalkausscheidung im Harn 
natiirlich dadurch vermehrt wird, so erfolgt doch die Vermehrung 
des Kalkes im Blut und im Harn durch Parathormon und Chol- 
sdiure nicht synergistisch. Aus den oben angefiihrten Ergebnissen 
scheint mir hervorzugehen, dass die hypercaledmische Wirkung der 
Cholsdure unabhingig von der Wirkung der Hormone aus Schild- 
driise und Nebenschilddriise vor sich geht, und dass die Cholsaure 
bei diesem Versuch die parathyreoidektomierte Hiindin vor dem 
tetanischen Anfall nicht schiitzen kann. 
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TABELLE VI. 
Bei Zufuhr von Parathyreoideaextrakt bei thyreoparathyreo- 
priver Hiindin. 
cea a Datum pes Datum eee Bemerkung 
18/1 Operation 
20/1 
7.45 8.51 7.40 Parathyreoi- 
9.45 8.57 9.40 11g  |* deaextrakt 
11.45 8.00 11.40 0.95 
1 1.45 7.91 1.40 0.94 
3.45 7.54 3.40 1.08 
5.45 7.45 5.40 1.05 
8.45 6.80 7.40 0.89 
9.40 0.78 
18/1 Operation 
20/1 
7.40 7.20 7.35 1.52 Parathyreoi- 
9.40 7.74 9.35 131 | deaextrakt 
11.40 7.85 11.35 1.43 
2 1.40 7.35 1.35 1,42 
3.40 7.62 3.30 0.99 
5.40 7.66 5.35 0.82 
8.40 7.55 7.30 0.88 
9.35 0.73 
15/XII Operation 
17/XII 
8.00 8.14 8.20 Parathyreoi- 
10.10 8.28 10.20 0.83 [© deaextrakt 
12.10 8.28 12.20 1.19 
3 2.10 8.65 2.20 1.07 
5.10 8.37 4,20 1.01 
8.10 8.46 6.20 0.95 
8.20 aa th 
10.20 1.01 
14/1 Operation 
16/1 
7.55 6.03 7.50 Parathyreoi- 
9.55 6.49 9.50 140 = [*_-deaextrakt 
4 11.55 6.26 11.50 1.68 
1.55 6.54 1.50 1.98 
B}5) 6.35 3.50 2.10 
5.59 6.21 5.50 1.66 
1.55 5.93 7.50 1.67 
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TABELLE VII, 
Bei Zufuhr von Parathyreoideaextrakt mit Cholsiure bei 
thyreoparathyreopriver Hiindin. 


ee ay Datum pare Datum mea! Bemerkung 
15/X11 Operation 
17 (XE 
7.40 6.07 7.30 Parathyreoi- 
8.45 5.89 9.30 129 |* deaextrakt u. 
1 10.45 5.98 11.30 147 a 
1.45 5.89 1.30 1.76 
4.45 6.35 3.30 1.95 
7.45 6.72 50h 1.73 
10.45 6.25 7.30 1.45 
21/XIT Operation 
23/XII 
8.15 7.04 8.08 Parathyreoi- 
10.15 7.08 10.08 0.95 |© deaextrakt u. 
Cholatlosung 
2 12.15 7.08 12.08 0.92 
2.15 7.08 2.08 0.81 
4.15 6.99 4.08 0.76 
6.15 TAL 6.08 0.71 
8.15 7.45 8.08 0.73 
26/1 Operation 
28/1 
7.40 8.74 7.35 Parathyreoi- 
11.40 8.65 11.35 092 
3 1.40 8.37 1.35 0.74 
3.40 8.37 3.35 1.01 
5.40 8.19 5.35 0.80 
7.40 8.19 7.35 0.80 
9.40 ti 9.35 0.70 
23/1 Operation 
25/1 ; 
7.40 6.70 e535 Parathyreoi- 
9.40 6.66 9.35 12 been 
11.40 6.71 11.35 1.00 
4 1.40 7.11 1.35 1.00 
3.40 7.00 3.35 1.21 
5.40 6.62 5.35 0.92 
8.40 6.48 7.35 0.95 
9.35 0.83 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die wiederholte Blutentnahme ruft eine leichte Hypo- 
caleiimie hervor, welche bald nach der Unterbrechung der Blut- 
entnahme zum normalen Wert zuriickkehrt. Die Calciumaus- 
scheidung im Harn vermindert sich dadurch mit der Zeit etwas. 

2. Die Zufuhr von Cholsaure fiihrt zu einer Steigerung des 
Kalkgehaltes im Blut und im Harn bei normalen wie thyreopara- 
thyreopriven Hiindinnen. 

3. Der Kalkgehalt des Blutes und des Harns von thyreo- 
parathyreoidektomierten Hiindinnen bleibt durch Zufuhr von 
Thyroxin entweder fast unbeeinflusst oder wird etwas erhoht. 

4. Die gleichzeitige Zufuhr von Thyroxin mit Cholséiure ruft 
eine leichte Hypercaleimie hervor und eine erhohte Kalkausschei- 
dung im Harn von thyreoparathyreoidektomierten Hiindinnen, 
Diese leicht hypercalcamische und die Kalkausscheidung im Harn 
vermehrende Wirkung bei der Mitzufuhr der beiden Hormone tritt 
nicht starker auf als die bei Zufuhr von Cholséure allein. Die 
Wirkung des Thyroxins und die der Cholséure auf den Calcium- 
stoffwechsel von thyreoparathyreoidektomierten Hiindinnen geht 
also unabhangig voneinander vor sich. 

5. Die Zufuhr von Parathyreoideaextrakt fiihrt eine Hyper- 
caledamie und gesteigerte Kalkausscheidung im Harn von thyreo- 
parathyreoidektomierten Hiindinnen herbei. 

6. Die gleichzeitige Zufuhr von Parathyreoideaextrakt und 
Cholsdure veranlasst eine Hyperealeimie und gesteigerte Kalk- 
ausscheidung im Harn yon _ thyreoparathyreoidektomierten 
Hindinnen. Diese hypercaleimische und die Kalkausscheidung 
im Harn vermehrende Wirkung bei der gleichzeitigen Zufuhr der 
beiden Substanzen tritt nicht stirker auf als die bei der Zufuhr 
der einen allein. Die beiden hormonalen Wirkungen auf den 
Calciumstoffwechsel von thyreoparathyreoidektomierten Hiindinnen 
treten also unabhangig von einander auf. 
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UBER DEN EINFLUSS VERSCHIEDENER ORGANI- 
SCHER VERBINDUNGEN AUF DIE UREASE. 


Von 


TADASHI TAKEUCHI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 21. September 1932) 


Uber den Einfluss der organischen Substanzen auf die Ureasen- 
wirkung sind schon viele Angaben vorhanden. Falk (1914) hat 
zuerst eine begiinstigende Wirkung des Serums gefunden, die von 
Jacoby und Umeda (1915) auch an Aminosauren, z. B. Glycin, 
Alanin, Tyrosin, Glutaminsaure und Leucin, bestatigt wurde. Bei 
diesen Experimenten wurde aber die Aziditat des Mediums nicht 
berticksichtigt. Rona und Gyorgy (1920) untersuchten die 
aktivierende Wirkung der Aminosauren und fanden, dass diese 
Wirkung in Gegenwart von Phosphatpuffer ausblieb. Nach diesen 
Autoren sollte die giinstige Wirkung der Aminosauren, die bis 
dahin von einigen Forschern angegeben wurde, darauf zuriick- 
zufiihren sein, dass die Aziditat der Losung durch Zusatz von 
amphoteren Substanzen dem Optimum gendahert und gleichzeitig 
gepuffert worden ist. Rockwood und Husa (1923, 24, 26) haben 
dann bei gepuffertem Medium den Hinfluss recht verschiedener 
Substanzen auf die Ureasenwirkung untersucht. Im allgemeinen 
fanden sie eine beschleunigende Wirkung, die teils auf die gemas- 
sigte Abschwichung der Ureasenaktivitat zuriickzufiihren ist, aber 
hauptsichlich von der spezifisch aktivierenden Wirkung der 
betreffenden Substanzen selbst verursacht wurde. Jacoby (1927) 
fand spiter im Histidin eine enorm starke Aktivierung auf, die 
weit iiber die allgemeine Aminosdéurenwirkung hinausgeht. Das 
Arginin und das Lysin konnten aber keineswegs an die Wirksam- 
keit des Histidins heranreichen. 

Die Urease ist bekanntlich ein labiles Ferment. Wenn eine 
begiinstigende Wirkung iiberhaupt in den zugesetzten organischen 
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Substanzen nachzuweisen ist, miisste der Aktivierungsmechanismus 
experimentell analytisch untersucht werden. Dabei sind ZWel 
Faktoren in Erwigung zu ziehen: 

Erstens die Stabilisierung des Ferments durch die Anwesenheit 
der betreffenden Substanzen, und zweitens die spezifische Beeinflus- 
sung der Reaktionsgeschwindigkeit der Fermentreaktion. Die 
Versuche miissen selbstverstandlich in einer bestimmten Aziditat 
unter Pufferung ausgefiihrt werden. Die Schutzwirkung der 
zugesetzten Substanzen ist leicht zu schatzen, indem die Urease- 
lésung in der ersten Probe mit, und in der zweiten ohne die zu 
priifende Substanz bei einer bestimmten Aziditat ftir eine be- 
stimmte Zeit stehen gelassen, und dann mit Harnstoff (bei der 
zweiten ausserdem mit der zu priifenden Substanz) versetzt, und 
nach einer bestimmten Wirkungsdauer die entstandenen Am- 
moniakmengen miteinander verglichen werden. Die _ selektive 
Bestimmung des Beeinflussungsegrads hinsichtlich der Reaktions- 
geschwindigkeit wird dagegen nur dadurech erméglicht, dass ein 
kraftiges Fermentpraparat gebraucht, und dementsprechend die 
Versuchsdauer verkiirzt wird, um den die Stabilitét bedingenden 
Faktor auszuschliessen. 

Unter diesen Erwigungen wurde das vorliegende Experiment 
unternommen. Die wirksame Urease wurde aus Jackbohnen her- 
gestellt. Die Versuche wurden alle bei PH 6.8 in Gegenwart von 
Phosphatpuffer ausgefiihrt. Versuchsdauer 10 Minuten. Die 
Kontrolle zeigte 35+-0.5%ige Hydrolyse des vorhanden gewesenen 
Harnstoffes. 

Die zuzusetzende Lésung der organischen Substanzen wurde 
vorher genau gegen Lakmus neutralisiert. Bei PH 6.8 besitzen 
die untersuchten Verbindungen fast kein Pufferungsvermégen, und 
daher veranderte der Zusatz der neutralisierten Liésung der 
betreffenden Substanzen keineswegs die durch den Phosphatpuffer 
hergestellte Aziditaét des Versuchsansatzes. 

Zuerst wurde die Monoaminomonocarbonsiure gepriift. Gly- 
kokoll beschleunigte betriachtlich die Ureasenwirkung. Auch das 
Alanin nahm an diesem aktivierten Vermdgen teil, obwohl in 
geringerem Masse als das Glykokoll. Die den Aminosiiuren 
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allgemein zugeschriebene Ureasenaktivierung konnte damit 
wenigstens bei dieser Art Aminosdure bestitigt werden. Aber bei 
den Monoaminodicarbonsduren war eine soleche Aktivierung keines- 
wees zu beobachten. Die Asparaginsdure und die Glutaminsiure 
blieben ohne Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Das 
Amid der Monoaminodiecarbonsaure, z.B. das Asparagin, verhielt 
sich in gleicher Weise. 

Bei den Diaminosiéuren, Arginin und Histidin, wurde sogar 
eine Hemmung beobachtet, und die Herabsetzung der Reaktions- 
geschwindigkeit war besonders auffallend bei der letzteren. Wie 
frthher erwahnt, haben Jacoby und Umeda in dieser Aminosdure 
eine enorm starke Aktivierung beobachtet. Da diese aber das 
Resultat eines 20stiindigen Versuchs war, sollte man dem Histidin 
ausschliesslich eine untibertreffliche Schutzwirkung gegen Ferment- 
zerfall zuerkennen. Dann wurden Versuche mit Harnstoff- 
derivaten angestellt. Methylharnstoff hemmte die Ureasenwirkung 
in leichtem Grade. Die Séureureide, wie Acetyiharnstoff, Chlor- 
acetylharnstoff, Glycylharnstoff und Bernsteinsiuremonoureid, 
tibten aber eine starkere Hemmung aus. Hinsichtlich des Hem- 
mungserads sind bei jenen Saureureiden die Arten der Acylreste 
fast belanglos. Man sieht ausserdem, dass das Decken der freien 
Carboxylgruppe des Glykokolls diese Aminosaure zur spezifischen 
Aktivierung unfaihig maechte, und sogar aufs neue eine hemmende 
Wirkung veranlasste, was durch den eingefiihrten Harnstoffrest 
verursacht sein sollte. 

Die Hydantoinsiure blieb aber fast wirkungslos. Daher ging 
der Austausch der Aminogruppe des Glykokolls mit dem Harn- 
stoffrest nur insofern vonstatten, dass die spezifische Aktivierung 
dieser Aminosiure aufgehoben wurde. Das Asparagin zeigte 
andererseits, wie erwahnt, keinen Hinfluss auf die Ureasenwirkung. 
Die entsprechende Uraminosiure blieb auch wirkungslos. Die 
Umwandlung der Aminogruppe des Asparagins in die Uramino- 
eruppe—Ureidobernsteinsiureamid—rief darum kein neues Ver- 
halten hervor. Das Verhdltnis war aber ein ganz anderes bei 
Monoaminodicarbonsauren. Die ohne Wirkung gebliebene Glut- 
aminsdure iibte nun nach entsprechender Uberfiihrung in die 
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Ureidoglutarsiure eine auffallende Hemmung auf die Ureasen- 
wirkung aus. Angesichts der fehlenden Beeinflussung des Ureido- 
bernsteinsdureamids und der Asparaginsiure kann man wohl den 
hemmenden Faktor in der Gegenwart der beiden freien Carboxyl- 
eruppen und der bedeckten Aminogruppe suchen. 

Darum war es interessant zu untersuchen, wie die Glycyl- 
derivate der Asparaginséiure und ihres Amids die Ureasenwirkung 
beeinflussen wiirden. Der Versuch zeigte keinen Hinfluss des 
Glycylasparagins und eine unerwartet hohe Hemmung der Glycyl- 
asparaginsdure. Hierbei diirfte eine leicht hemmende Wirkung 
des Glyeylelycins angegeben werden. Die spezifische Aktivierung 
des Glycins wurde also wieder durch seine Bindung mit einem 
anderen Molekiil Glycin aufgehoben. Wenn man die obenerwahn- 
ten Uraminosduren und Glycylpeptide nach der chemischen Ver- 
wandtschaft so einordnet, wie erstens Hydantoinsaure und Glycyl- 
elycin, zweitens Ureidoglutarsdure und Glycylasparaginsaure und 
drittens Ureidobernsteinséureamid und Glycylasparagin, so ist der 
Zusammenhang der chemischen Konstitution mit dem Hemmungs- 
grad der betreffenden Verbindungen klar zu erkennen. Besonders 
auffallend war die starke Hemmung der Glycylasparaginsdure. 
Bei Anwesenheit dieses Dipeptids blieb die Hydrolyse des Harn- 
stoffes nach 10 Minuten bei nur 7-8%, wahrend der gleichzeitig 
angestellte Kontrollversuch 35% ige Aufspaltung ergab. Der Hem- 
mungsgrad ging weit tiber die Erwartung hinaus. 

Im vorlegenden Experiment betrug die Versuchsdauer, wie 
erwahnt, im allgemeinen 10 Minuten, und die Konzentration der 
auf ihre Beeinflussung zu priifenden Substanzen M/12 in den 
Versuchslosungen. 

Um die abnorme Hemmung der Glycylasparaginsiure auf- 
zuklaren, wurden die folgenden Versuche ausgefiihrt : 

Erstens wurde die Versuchsdauer auf 15, 20, 25 und 30 
Minuten verlingert. Dabei konnte man beobachten, dass das je- 
weils in 5 Minuten freigemachte Ammoniak immer mehr anwuchs, 
falls die Ureasenwirkung weiter fortgesetzt wurde, und dass sich 
daher die Zeit-Aktivitatskurve allm&hlich der Kontrollenkurve 
naherte, ohne sie jedoch zu erreichen. 
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Nun wurde die Konzentration der zuzusetzenden Glycyl- 
asparaginsaure 10fach verditinnt. Unter dieser Bedingung stieg 
die Hydrolyse des Harnstoffes nach 10 Minuten auf 32%. Durch 
Verminderung des Dipeptidgehaltes setzte sich also der Hemmungs- 
grad in betrachtlichem Masse herab. Aus diesen Ergebnissen 
koénnte man zunachst annehmen, dass die vorhandene Glycyl- 
asparaginsaure durch irgend ein Ferment, das eventuell im 
Ureasenpraparat beigemischt ware, mit der Zeit so veraindert oder 
abgebaut werde, dass die entstandenen Produkte nicht mehr anti- 
ureatisch wirksam seien. Dies war aber nicht der Fall; die Glycyl- 
asparaginsdure blieb wahrend der Versuchsdauer intakt, was durch 
die folgenden Versuche bewiesen wurde. Beim Aufbewahren des 
Dipeptids mit Ureasenpraparat bei PH 6.8 wuchs weder die titrier- 
bare Carboxyl- noch die Aminogruppe an. Die hydrolytische 
Spaltung des betreffenden Dipeptids in Glycin und Asparaginsaure 
war also auszuschliessen. In einem anderen Experiment wurde 
die spezifiseche Drehung des Dipeptids vor und nach Aufbewahren 
mit Ureasenpraparat oder mit Harnstoff-Urease-Gemisch bei Px 6.8 
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gemessen. Sie blieb unverindert. Razemisierung oder irgend 
eine andere Verinderung, wie Uberfiihrung in Glycylasparagin, 
wurde also ausgeschlossen. 

Da die erste Annahme fiir die Erklarung der starken Hem- 
mung der Glycylasparaginsdure experimentell hinfallig war, wurde 
eine zweite aufgestellt: dass das PH-Optimum der Ureasenwirkung 
in Gegenwart des hbetreffenden Dipeptids verschoben wurde. Es 
wurden daher Versuche mit dem Dipeptidzusatz bei verschiedener 
Aziditaét ausgefiihrt. Wahrend die parallel angesteliten Kontroll- 
versuche die maximale Hydrolyse nach 10 Minuten bei Px 6.8—-7.1 
zeigten, und eine ziemlich starke Aufspaltung auch noch bei Pu 
6.5 und 7.7 bemerkbar war, ergab sich beim Versuch in Gegenwart 
von Dipeptid PH 7.1 als die optimale Aziditat, obwohl der Betrag 
des Harnstoffzerfalls in diesem Optimum in Vergleich zum 
Kontrollversuch weit geringer war. 


Fig. 2. 


Hydrol. % > 


Ph 7.0 8.0 


Die Glyeylasparaginsiure wirkt also uberhaupt stark hemmend 
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auf die Ureasenwirkung. Es soll aber besonders betont werden, 
dass die Harnstoffspaltung in Gegenwart jenes Dipeptids gegen die 
Aziditat des Mediums sehr eigentiimlich empfindlich war. Die 
Ammoniakbildung ging beim Ubergang der Aziditit von Pu 7.1 
zu Pu 6.8 plotzlich um fast 2/3 herunter. Der daran anschliessend 
angestellte Versuch ergab, dass die Aziditaét der Versuchslésung 
bei Dipeptidzusatz bis zu 10 Minuten ihren anfanglichen Pu 6.8 
beibehielt, aber nach 20 Minuten schon das Optimum, Px 7.1, iiber- 
schritt und nach 30 Minuten bis zu PH 7.5 verschoben wurde, wo 
doch noch eine verhaltnismassig starke Hydrolyse zu beobachten 
war. Der Kontrollversuch ohne Glycylasparaginsdure zeigte keine 
Veranderung der anfanglich gepufferten Aziditét wahrend der 
halbsttndigen Beobachtung. 

Die abnorme Hemmungswirkung der Glycylasparaginsadure 
konnte damit aufgeklart werden. Jedenfalls ist es bemerkenswert, 
dass die Glycylasparaginsaure in eigentiimlicher Weise anti- 
ureatisch wirkt, obwohl ihre Bestandteile, Glycin und Asparagin- 
sdure, auf die Urease unwirksam oder sogar stark aktivierend sind, 
und dass ausserdem die Uberfiihrung jenes Dipeptids in Siureamid 
Schwund des eigentlichen Hemmungsvermé6gens veranlasst. 

Ausserdem ist mitzuteilen, dass Oxyharnstoff die Ureasen- 
wirkung sehr stark hemmte. Diese Verbindung ist strukturell dem 
Harnstoff verwandt, aber ihre stark hemmende Wirkung verdankt 
sie ihrer reduzierenden Natur. Hydroxylamin und Hydrochinon, 
die beide selbstversténdlich den reduzierenden Verbindungen 
angehoren, hemmten die Wirkung der Urease in gleicher Weise, 


wie Oxyharnstoff. 


EXXPERIMENTELLER TEI. 


Das_Ureasenpraparat wurde nach Van Slyke und Cullen 
(1914) aus Jackbohnen hergestellt und war im Wasser leicht 
loslich. Eine 1%ige Losung wurde bei jedem Versuch frisch her- 
gestellt. 

Die Konzentration der Harnstofflosung war M/10 in M/10 
Phosphatpuffer von Pu 6.8. Diese Liésung war haltbar. 1M 
Losung der organischen Substanzen, deren Einfluss auf Urease 
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zu untersuchen war, wurde so bereitet, dass eine abgewogene Menge 
in Wasser gelést, mit Natronlauge gegen Lakmus neutralisiert und 
mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt wurde. Die 
Versuche wurden wie folgt ausgefiihrt: 10cem Harnstoff-Phos- 
phatlésung und 1eem der zu priifenden neutralisierten Substanz 
wurden in einem Folinschen Reagenzglas gemischt und bei 37°C 
in ein elektrisch reguliertes Wasserbad eingetaucht. Beim Kontroll- 
versuch wurden 10cem MHarnstoff-Phosphatlosung und l1ecm 
Wasser in gleicher Weise vorerwarmt. Die Ureasenlosung wurde 
10 Minuten in demselben Wasserbad erwarmt, 1 cem davon schnell 
abpipettiert und in die Versuchslésung eingestromt. Genau nach 
10 Minuten wurde die Fermentwirkung durch Zusatz von 0.5 eem 
HCl (D=1.19) unterbrochen. 

Die Bestimmung des Ammoniaks geschah nach Folin. Hin 
Kontrollversuch wurde zu jedem Experiment parallel ausgefiihrt 
und lieferte 35+0.5%ige Hydrolyse des vorhandenen Harnstoffes. 


A. Monoaminomonocarbonsiure. 


Es wurden Glykokoll und Alanin von Kahlbaum gebraucht. 


TABELLE I, 


Glykokoll Alanin 


NH: in mg hydrolyt. % NHz in mg hydrolyt. % 


14.63 43.2 12.36 37.0 


B. Monoaminodicarbonsdure. 


Asparaginsaure von Merck. Die Glutaminsiure wurde im 
hiesigen Institut hergestellt. 


TABELLE II. 


Asparaginsdure Glutaminsaure 


NHs in mg hydrolyt. % NHs in mg hydrolyt. % 


11.95 35.3 11.76 35.0 


ei] 
ao 
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C. Monoaminodicarbonsiureamid. 


Asparagin von Merck. 


TABELLE III, 


Asparagin 


NHs in mg hydrolyt. % 


11.90 35.2 


D. Dianinosiure. 


Argininearbonat und Nitrat wurden im hiesigen Institut aus 
Gelatinhydrolysat isoliert. Histidinmonochlorhydrat von Takeda. 


TABELLE IV. 


Substanzen NHsz in mg hydrolyt. % 
Argininnitrat 10.18 30.1 
Argininearbonat 9.37 28.0 
Histidin-HCl 8.82 26.1 


E. Harnstoffderwate. 

Methylharnstoff von Kahlbaum. Oxyharnstoff wurde nach 
Hantzsch (1898) aus Kaliumeyanat und Hydroxylaminchlor- 
hydrat hergestellt. Schmelzpunkt 139-140°C. 


TABELLE V. 
Substanzen NH; in mg hydrolyt. % 
Methylharnstoff 11.24 33.2 
Oxyharnstoff 2.36 7.0 
TABELLE VI. 
Substanzen NH; in mg hydrolyt. % 
Hydroxylamin-HCl 2.49 ee 
2.46 7.2 


Hydrochinon 
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F. Sdureureide. 

Acetylharnstoff konnte man nach Moldenhauer (1855) 
durch <Acetylieren des Harnstoffes herstellen. Die aus heissem 
Wasser unkristallisierte Substanz schmolz bei 212°C. 

Chloracetylharnstoff wurde nach Tommasi (1873) aus 
Chloracetylchlorid und Harnstoff dargestellt und aus 40%igem 
heissem Alkohol umkristallisiert. Schmelzpunkt 160°C. Man 
aminierte diese Substanz, indem man sie mit dem 5fachen Volumen 
gesittigten ammoniakalischen Alkohols in Druckflasche auf 100°C 
1 Stunde erhitzte. Der ausgeschiedene Glycylharnstoff wurde 
mit Alkohol gewaschen und aus heissem Wasser umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 165°C. N-Bestimmung nach Kjeldahl, gefunden 
35.7%N, berechnet 35.9%. 

Bernsteinséuremonoureid konnte nach Pike (1873) aus Bern- 
steinsiureanhydrid und Harnstoff dargestellt und aus Wasser 
umkristallisiert werden. Schmelzpunkt 203-205°C. 


TABELLE VII. 


Substanzen NH: in mg hydrolyt. % 
Acetylharnstoff 10.63 31.4 
Chloracetylharnstoff 10.30 31.0 
Glycylharnstoff 10.29 30.4 
Bernsteinsiuremonoureid 10.52 SL 


G. Ureidosiuren. 


Hydantoinséure wurde nach Heintz (1865) aus Glykokoll 
und Harnstoff dargestellt und aus heissem Wasser umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 153-156°C. Ureidobernsteinsiureamid wurde nach 
Dakin (1910) aus Asparagin und Kaliumcyanat dargestellt. Das 
aus Wasser umkristallisierte Praparat schmolz bei 151-154°C. N- 
Gehalt; gefunden 23.7%, berechnet 23.8%. Ureidoglutarsaiure 
konnte in derselben Weise aus Glutaminsaure dargestellt werden. 
Schmelzpunkt 157-160°C. 

N-Gehalt : gefunden 14.5%, berechnet 14.6%. 
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TABELLE VIII. 


ot 


Substanzen NH: in mg hydrolyt. % 
Hydantoinsaure 11.33 34.0 
Ureidobernsteinsaiureamid 11.87 35.1 
Ureidoglutarsaure 8.08 24.0 


H. Glycylpeptide. 


Glyeylglycin wurde iiber Chloracetylglycin vorher im hiesigen 


Institut hergestellt. 


Glycylasparaginsaure und Glycylasparagin nach Fischer und 


Friedler (1910) und Fischer und Konigs (1904). 


TABELLE IX. 


Substanzen NH: in mg hydrolyt. % 
Glyeylglycin 11.32 33.4 
Glycylasparaginsaure 2.46 UPA 
Glycylasparagin 11.86 35.0 
I. Verlingerte Versuche mit Glycylasparaginsiure. 
TEBELLE X. 
Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit (Min.) NH; in mg hydrolyt. % NH: in mg hydrolyt. % 
10 2.68 7.9 11.85 35.0 
15 5.75 17.0 16.30 48.2 
20 7.46 22.0 19.46 57.5 
25 16.02 47.3 24.59 (OLE 
30 16.20 47.9 28.53 84.0 


J. Einfluss der Aziditit auf die Ureasenhemmung der 
Glycylasparagimsiure. 
Die Versuchslosung bestand aus: 


M/10 Phosphatgemisch 10 cem 


1M  Harnstofflésung A ae 
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1M neutralisiertem Dipeptid oder Wasser 1 ccm 
1%  Ureasenlosung bes 


Die Fermentlésung wurde wie friiher vorerwarmt und im 
Intervall von einer Minute der vorerwairmten Versuchslosung 
zugesetzt. Die Wirkungsdauer war bei jeder Probe genau 10 
Minuten. PH wurde bei jedem nochmals frisch gemischten 
Versuchsansatz elektrisch bestimmt. 


TABELLE XI. 


Hauptversuch Kontrollversuch 
PH NH; in mg hydrolyt. % PH NH: in mg hydrolyt. % 
6.5 2.89 8.5 6.5 10.54 31.0 
6.8 2.85 8.4 6.8 11.88 35.0 
(el 7.62 22.4 ea ileal 33.2 
a} 7.46 21.9 (lei 10.35 30.4 
7.6 4.79 14.0 8.0 2.43 dial 


K. Verdinderung der Aziditat wihrend des Versuchs 


Jede Probe bestand aus 10 eem Harnstoff-Phosphat (Px 6.8)- 
Losung, 1 ccm neutralisierter Glycylasparaginsdure oder Wasser 
und lecm Ureasenlésung. Je eine Probe diente fiir die Pu- 
Bestimmung nach der respektive bestimmten Zeitdauer. Pu wurde 
mittels Chinhydronelektrode gemessen. 


TABELLE XII. 


Hauptversuch Kontrollversuch 
Zeit PH PH 
sofort 6.81 6.80 
10 Min. 6.84 6.80 
20S; 7.36 6.81 
SU Nieas 7.45 6.83 
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Part I. 
On the Effect of Insulin, Epinephrine and Phlorhizin on the 
Lactic Acid Content of Blood of Rabbits. 


None of the hypotheses which have so far been published con- 
cerning the disappearance of blood sugar of normal animals under 
the action of insulin, seems entirely free from contradiction. 

The idea that the blood sugar is partially converted to glycogen 
or fat is substantially proved by Dale and his co-workers (1920). 
This is especially the case when excess of sugar is administered 
simultaneously with insulin, but not so apparent when such an 
excess is avoided. In this latter case the increase of sugar combus- 
tion seems very plausible. Kellaway and Hughes (1923) have 
indeed found an increase in the respiratory quotient. They noticed, 
however, that the oxygen utilised was not sufficient to account for 
the total amount of glucose which had disappeared. Dudley and 
Laidlau and simultaneously Trevan and Boock (1923) have 
also raised evidence that sugar combustion showed no increase. 

In this connection, considerable attention has also been given 
to the behavior of lactic acid following the injection of insulin. 
Briggs, Koechig, Doisy and Weber (1924) have published 
the theory that insulin influences the reaction 

elucose<—— lactic acid 


in the direction of lactic acid. 
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Tolstoi and his associates (1923-24) found, however, that the 
diabetic subjects were not always accompanied by an increase in 
lactic acid. Collazo and Supniewski (1924) have found that 
the decrease of blood sugar was rather accompanied by fall of 
lactic acid in the majority of experiments, in which insulin was 
administered to fasting animals, though in a few cases a slight 
increase in lactic acid was observed. 

Cori (1925) has found by investigation that insulin hypo- 
glycemia produces no definite change in the lactic acid content of 
the blood of fasting animals, nor does insulin have any effect on 
the blood lactic acid of phlorhizinized rabbits or diabetic animals. 
On the other hand, he has found that insulin convulsions lead 
to a strong increase in the lactic acid concentration of blood. 
And these findings have been later confirmed by Matsuoka(1928). 

From these experiments we learn that the blood lactic acid 
content may be influenced by insulin in various ways according to 
the doses appled and also according to the nutritional condition 
of the animal. 

The author carried out a systematic study upon such effects of 
insuhn. Further those of epinephrine and phlorhizin were studied, 
in order to get more cogent insight into the behavior of lactic acid 
in the blood, because both substances have an intimate bearing on 
carbohydrate metabolism in the animal body. 


Meruops. 


The estimation of the inorganic phosphorus of blood was e¢ar- 
ried out by means of Bell-Doisy’s (1920) method. For blood 
sugar Hagedorn-Jensen (1923) technique was applied. Lactic 
acid was estimated by Clausen’s (1922) method, modified by 
Shaffer, Friedemann and Cotonio (1927). 

All of the experiments were carried out on rabbits, which had 
previously been fasted for about twenty hours, the blood being 
obtained from the marginal vein of the ear. 
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Experiment 1. 
The effect of insulin upon the blood lactic acid. 


First of all the author investigated the effect of insulin upon 
the lactic acid contents in the animals under various nutritional 
conditions. One group of the animals were nourished by ‘‘Okara’’ 
and then subjected to fasting during the day before the experi- 
ment, and another group was administered 40 cc. of 20 per cent 
glucose solution, being thus rendered hyperglycemic. The results 
are given in Tables I and II. 


TABLE I. 
The effect of insulin on the lactic acid content of the blood 
of fasting animals. 


Lacti id ; 
Date Rabbit’s Nos., eee ee) ocd sears 7) Insulin 
of sexes and used 
oe Before After Before After ‘ 
Exp. 8. - body weights. insulin insulin insulin insulin eats 
10/111 kg. 
(1928.) | No. 88, & 2.80. 24.8 15.4 — = 15 
a No. 89, & 2.10. 16.0 16.4 0.118 0.088 % 
i No. 90, §. 2.70. 27.7 23.3 = — 20 
a No. 91, §. 1.70. 30:0 21.4 _ — op 
- INO ORs -P-adiobs 17.6 16.7 — == op 
(Average) 24.3 18.6 
TABLE II. 


The effect of insulin on blood lactic acid and glucose of the animals, 
supplied with 40 cc. of 20 p.c. glucose solution, followed by the 
injection of 40 units of insulin after an interval of 
about an hour. 


Lactic acid Blood sugar 
Rabbit’s Nos., ane sd 
Date sexes and Pa hours) hour our our 
body weights. eee after after oe ee after after 
Breese g. insulin | & 2. insulin 
13/111 kg. 


(1928.) | No. 101, 9 2.75.| 19.9 24.7 27.5 0.086 0.314 0.220 

» No. 102, & 1.95. 23.7 20.2 29.7 0.113 0.340 0.207 
No. 108, Y 2.05.| 22.2 23.9 36.6 0.124 0.299 0.200 
fy No. 104, 2 2.30. 23.5 28.5 40.0 0.116 0.384 0.269 
No. 105, & 2.10.| 16.9 25.4 42.5 0.101 0.348 0.327 


(Average) 21.2 24.5 35.3 0.108 | 0.337 0.245 
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It is apparent from Tables I and II that insulin causes a 
decrease of lactic acid in the fasting animals, while the administra- 
tion of a large amount of glucose rather tends to increase lactic 
acid. It should be concluded, therefore, that the action of insulin 
on the blood lactic acid content is greatly modified by the nutri- 
tional condition of the animal. The reason why the presence of 
excess of sugar tends to increase the lactic acid content in blood 
is difficult to answer at present. But it may be interpreted in the 
following way. Namely, the breakdown of glucose into lactic acid 
and the latter into CO2 and water may be regulated by different 
enzymatic processes. When the rate of the first phase is retarded 
by insulin and the second is not, then the lactic acid decreases. 
This is the usual effect of insulin action upon the fasting animal. 
In the presence of an excess of sugar, however, the splitting of 
glucose into lactic acid occurs in so pronounced a manner that it 
can not be covered by the reverse action of insulin. 

As was already depicted by Cori the doses of insulin have a 
great influence upon the blood lactic acid. Its abnormal increase 
in the case of insulin convulsion is naturally expected because the 
convulsion causes the oxygen deficit in the tissue, which leads to 
the accumlation of lactic acid. 


Expervment 2. 
The effect of insulin upon blood phosphorus. 


Though it was definitely proved by many investigators that 
insulin hypoglycemia is always accompanied by the fall of blood 
inorganic phosphorus, the experiment was repeated with the 
purpose to investigate whether this is the case when the insulin 
convulsion has set in. 

If the action of insulin is understood to promote the synthesis 
first of hexose phosphate and then of glycogen, the fate of lactic 
acid in the blood should be affected in the same way by blood 
phosphorus. 

Comparing Tables I and III we find that the changes in the 
content of blood lactic acid and phosphorus really run parallel 
under the action of insulin. In normal hypoglycemic doses both 
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TABLE ITT, 
The effect of insulin upon sugar and phosphorus in blood. The blood samples 
were collected before the convulsions had supervened; in some cases 
(No. 68 and 69), however, blood samples were collected after 
the convulsion had set in. 


Inorganic phosphorus Blood sugar 
Date Rabbit’s Nos., Insulin 
of sexes and Before | #-13 hrs.| Before | 3-14 hrs.| used in 
Exp. s. body weights. insulin after insulin after units 
mg % insulin mg % insulin 
22/II, kg. 
(1927.) INOmO2NEP 2:53 5.07 3.33 0.110 0.056 10 
23/TI. No. 63, © 2.41 4.13 3.09 0.130 0.090 ‘5 
YAIUE. |] INO; GE, SPS ele 4.28 3.43 0.135 0.062 S 
TUACIL, | ING: Gi, S2 Be Be 3.33 0.113 0.073 » 
Sle NOs 66, 9222.1 1 4.98 2.78 0.119 0.083 p 
13/III. | No. 67, 2. 2.00 4.58 4.17 0.124 0.105 5 
(Average) 3.41 0.078 
5/III. | No. 68, @& 2.16 4.12 4.67 0.126 0.062 
7/111. | No. 69, 2 2.24 3.01 4.07 0.110 0.088 ‘s 
(Average) 4,42 4,37 0.121 0.075 


decrease, but in convulsive doses they rather increase. 

When the animal was administered orally with 50 ce. of 20 p.c. 
glucose per ke. of body weight about one hour before insulin 
injection, the inorganic phosphorus in blood showed the values 
given in Table IV. 


TABLE IV. 
Inorganic phosphorus Blood sugar 
Date Rabbit’s Nos., 
of sexes and Before | an hour | an hour | Before | an hour | an hour 
Exp. s. body weights. | sugar after after | sugar after after 
adm. sugar | insulin | adm. sugar | insulin 


kg. ; 
(1927.) | No. 60, 2 1.73} 4.95 4.63 4.35 0.114 | 0.158 | 0.066 
No. 61, 1.70! 5.72 4.92 4.14 0.107 | 0.173 | 0.083 


(Average) 5.34 4.78 4.25 0.111 | 0.166 0.075 


(The units of insulin Tronto used were 35 for No. 60 and 45 for No. 61.) 
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In this case the insulin injection caused a slight decrease of 
blood phosphorus, while the lactic acid rather increased as was 
proved in the foregoing experiment. From this result it seems 
plausible that the lactic acid in the animal body is produced partly 
from hexosephosphate and partly from glucose itself. Perhaps 
insulin exerts an influence only upon the former process, thus 
facilitating the combustion of glucose in the muscle where carbo- 
hydrate can be burned through the intermediate formation of 
phosphoric ester. But in other tissues, glucose can be burned more 
easily than its phosphorie acid ester. Here insulin seems to exert 
no influence. Therefore the splitting of glucose molecule into lactic 
acid proceeds at an increased rate when the tissues are suppled 
with an abundance of glucose. This is the reason why the lactic 
acid content in blood increased in the presence of an excess of 
sugar in spite of the insulin administration. The idea can be well 
supported by the fact that the insulin convulsion can be easily 
released by glucose injection but not by hexose phosphoric acid 
ester. 


Experwment 3. 
The effect of epinephrine injection upon lactic acid and 
phosphorus content in blood. 

Jt has been unanimously proved by Cori (1925), Collazo and 
Supniewski (1924) and Matsuoka (1928) that adrenalin hyper- 
glycemia is always accompanied by the increase of lactic acid in 
blood. 

This was also substantially proved by the author, as is shown 
in Table V. 

With regard to the effect of epinephrine upon the phosphorus 
content in blood the reports in the literature are not altogether 
concordant. Perlzweig, Latham and Keefer (1923) and 
Allan, Dickson and Markowitz (1924) reported that the ad- 
ministration of epinephrine causes a decrease in the inorganic phos- 
phate of blood and urine similar to that caused by the administra- 
tion of insulin or by the ingestion of sugar. Matsuoka (1928), 
on the contrary, has observed that epinephrine causes a decided 
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‘ TABLE V. 
The effect of epinephrine injection upon blood lactic acid. 


Lactic acid (mg %) f : 
Rabbit’s Nos., Epinephrine 
Date. sexses and body Taos 1 hour (1: 1000) 
weight. pe aa after used 
injection | i vsection ee. 
127111, kg. 
(1928.) No. 106, & 1.95 23.7 76.6 1.5 
Ay No. 107, & 2.55 16.1 89.0 er 
, No. 108, 2 1.85 13.3 55.0 5 
oH No. 109, 2 2.00 18.9 45.5 2.0 
3 No. 110, 2 2.40 47.8 58.0 1.5 
(Average) 24.0 64.8 


rise in the inorganic phosphate of blood. 
The author carried out a careful experiment in this line. The 
results are summarised in Table VI. 


TABLE VI. 
The effect of epinephrine upon inorganic phosphorus and sugar in blood. 


Date Rabbiealod: Inorganic phosphorus Blood sugar Ree 

Esp S. ee Petre ee ete pe etore || ela hie. used : 
injection | after inj. | injection | after inj. in ce. 
16/VITI, kg. 

(1927.) | No. 70, & 2.36 5.92 4.39 0.097 0.219 2 
7 VEL NOs (lop. 2:05 5.75 5.65 0.130 0.250 * 
20/VIL. | No 72, §. 2.25 4.66 5.21 0.120 0.380 of 
21/ VEE INow 73; 3 1.90 = — 0.101 0.182 0.5 
23/VII. | No. 74, 2 1.95 4.76 = 0.122 0.261 os 

es No. 75, & 2.17 6.37 7.14 0.115 0.201 3 
28/VII.| No. 76, & 2.27 7.24 6.21 0.119 0.240 . 
(Average) 5.78 5.72 0.115 .248 


As is obvious from Table VI, the decrease in inorganic phos- 
phate after epinephrine injections was not so apparent and in 
some cases (No. 72 and 75), on the contrary, even a slight rise 


was observed. 
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The fact can be well understood when we assume that epine- 
phrine has no significant influence upon the equilibrium between 
elucose and phosphoric acid, but since it mobilises glycogen leading 
to hyperglycemia, the production of lactic acid increased just as 
in the ease of glucose administration in the foregoing experiment. 


Experiment 4. 
The effect of phlorhizin upon the lactic acid and 
phosphorus content wm blood. 


Collazo and Spniewski (1924) observed a marked fall in 
lactic acid content in blood by subcutaneous injection of the 
elucosid, amounting only to 10mg. The author repeated the same 
experiment with larger doses of phlorhizin. Namely 2 gm. of the 
elucosid were dissolved in 14 cc. of olive oil and injected hypo- 
dermically into a rabbit. The results are indicated in Table VII. 


TABLE VII. 


Rabbit’s Nos., Lactie acid 


Date sexes and 


Ronis Before 1 hour 
body weights. phlorhizin after inj. 
TV ANAL. kg. 
(1928.) IN(oy, AS, 7 27.4 23.9 
op Non de Seale 22.4 11.0 
FS No. 113, &. 1.99 19.5 14.2 
5 No. 114, & 2.03 19.5 16.7 
55 Non 11d -2e 2.48 12.3 15.4 
(Average) 20.2 16.2 


Since phlorhizin inhibits the combustion of glucose in the 
animal body, it naturally leads to the decrease of lactic acid. This 
fact was clearly demonstrated in the above experiment. 

As to the fate of blood phosphorus under the influence of 
phiorhizin, Allan and his coworkers (1924) observed that its in- 
jection caused a slight initial decrease followed by a large increase 
in phosphate excretion, and that repetition of the injection resulted 
in a continuous high out-put of phosphorus amounting to two or 
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three times the normal, while a decided decrease in the excretion 
of phosphorus was followed, when the injection was stopped, 
probably because of the depletion of the source of phosphate during 
the diabetic period. 

In this line the author also carried out an experiment on 
rabbits, the results of which are summarised in Table VIII. Here, 
phlorhizin was administered hypodermically, every 1 gm. of it dis- 
solved in 20 ce. of 2.4 p.c. NagCOg3 solution or in 7 ce. of olive oil. 


TABLE VIII. 
The effect of phlorhizin on inorganic phosphate and sugar in blood. 


cnoreanic Blood sugar 
Rabbit’s Nos., phosphorus Phlorhizin 
Date sexes and used 
body weights. | Before| 1-4hrs. | Before] 1-4 hrs. gm 
inj. after inj. inj. after inj. 
10/IX, kg. 
(1927) | Non 785 167) || 5.81 4.81 = — 
12/7 DX | No. 19, 5 1723— 5.62 4,22 — = 2 
16/IX. | No. 80, & 2.28] 4.15 4.50 = — 5 
24 /1EXG Nos Sly S164) -3740 3.14 0.126 0.174 H 
25/I1X. | No. 82, 6 1.94] 3.79 3.30 0.123 0.186 % 
28/X. No. 88, & 2.08] 5.75 5.28 0.130 0.130 
29/X. IN@s $I, 222 POs || GOs 5.20 0.131 0.177 2 
31/X. NOMESD ape edias | 208 4.20 0.150 0.204 op 
(Average) 4.33 0,132 0.174 


Control experiments, in which 20 ce. of 2.4 p.c. NazCOs only was 
given to animals. 


16/IX. | No. 86, 2 2.19] 4.37 3.80 | ws = = 
24/1X. | No. 87, @ 1.88] 3.09 B90) he = ae 
(Average) 4.67 3.35 | 


The results of the above experiments reveal that the inorganic 
phosphorus in blood show a tendency to decrease in the main, 
though in a few cases the reverse is the case. As this discrepancy 
might be ascribed to the time at which the blood was withdrawn, 
the change of blood phosphorus content was followed by time. 
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Two typical examples are illustrated in the following figure. 


oe 
Changes in inorganic phosphate of blood found in 
phlorhizin experiments. 


2 gms. 
Phlorhizin. 


to 


Hrs. 
0 1 2 3 4 5 24 


° Seti LEM Os INCE ZAEL 
One Se Rab., No. 80. 


It is apparent from the above figure that the inorganic phos- 
phorus in blood showed a slight increase soon after the phlorhizin 
injection and then a gradual decrease with time. Perhaps the 
increased permeability of the kidney for inorganic phosphorus as 
well as for glucose might be responsible for this decrease. 


GENERAL DISCUSSION. 


There is no more question that insulin hypoglycemia is ac- 
companied by hypophosphatemia, which was first noticed by 
Wigglesworth, Woodrow, Winter and Smith (1923) and 
later confirmed by numerous authors. 

As to the changes in lactic acid, occurring after the injection 
of insulin, it is concluded that insulin has no effect on the break- 
down of glucose into lactic acid. It is justifiable to consider 
that a rise in lactic acid after insulin administration depends, 
not on the direct action of insulin itself ,but on the convulsions 
which supervene thereby. From the figures in inorganic phos- 
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phate, sugar and lactic acid in blood, it may be concluded that the 
action of insulin is mainly in promoting the reaction in the direc- 
tion to the left, in the following schematic representation of 
carbohydrate metabolism in animal organism, although a little rise 
in respiratory metabolism or sugar combustion can not be excluded. 


| lactic acid 


Glycogen<>hexose phosphate + glucose + 
phosphate 


CO.+H.0 | 


The explanation of lactic acid decrease after insulin adminis- 
tration may, reasonably, be sought in two directions; the one being 
increased combustion of lactic acid, and the other the predominance 
of the reaction in the direction of glycogen resynthesis. Indeed, 
the increase in Embden’s ester by insulin was substantially proved 
by the author. The results obtained by Bickel and Collazo 
(1923), Bissinger, Lesser and Zipf (1923), Lesser and 
Bissinger (1926), Cori, Cori and Pucher (1923), Cori 
(1924) and Best, Hoet and Marks (1926), Best, Dale Hoet 
and Marks (1926) and Matsuoka (1928), in which it was re- 
ported that the large part of the sugar added to, or preexisting 
in blood which disappears from circulation following the injection 
of insulin, is stored as glycogen in some tissues as liver or muscle, 
favour this hypothesis. The increased combustion of lactic acid 
under the influence of insulin has not yet been surely proved. 
(Meyerhof.) 

An inerease in lactic acid and the tendency of increase in 
inorganic phosphate, found in eases of insulin convulsions, may be 
assumed as indicating that the direction of the reaction in this 
stadium is the reverse of what occurs in the preliminary stadium 
of insulin action. 

Further we must conceive that convulsion causes oxygen deficit 
in the tissues which leads to the increased output of lactic acid. 

A slight decrease in the inorganic phosphate of blood was 
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found after the ingestion of sugar and this fall becomes more 
intense when insulin is injected successively. 

That the ingestion of sugar causes changes in the phosphate 
excretion in urine similar to those found after insulin administra- 
tion has previously been noticed by Fiske (1921) and Allan and 
Sokhey (1924), and this must be nothing else but stimulation of 
the internal secretion of insulin by the sugar and thus the reaction 
proceeds in a direction analogous to that in insulin injection. 

The lactic acid concentration of blood increases after glucose 
ingestion, and this increase grows steadily even under the action 
of insulin. 

Since it is improbable that insulin promotes the reaction of 
splitting of glucose into lactic acid, it should be concluded that 
there is a glycolytic process which stands outside the influence of 
insulin and proceeds in active manner when excess of sugar is 
supplied. 

Regarding the action of epinephrine, it seems to be settled 
beyond question that this hormone causes an increase in the lactic 
acid of the blocd. (Cori, 1925; Collazo and Supniewski, 1924; 
Matsuoka, 1928 and many outhors.) As to the glycogenolytic 
action of the hormone, there have been issued too many works 
to cite here. 

The action of epinephrine is generally assumed as promoting 
the reaction in a direction reverse to that of insulin, ie., antago- 
nistic to insulin. With regard to the inorganic phosphate, however, 
the action of epinephrine is not entirely antagonistic as Allan and 
his collaborator (1924) and also others have pointed out. In the 
present work the rise and fall of inorganic phosphate was not 
constant after the injection of epinephrine, though it resulted in a 
slight decrease in the average value. Typical examples illustrating 
the changes in inorganic phosphate of blood after epinephrine 
administration are given in fig. 2 and 3. 

The action of epinephrine, therefore, may be understood as 
follows:—It causes the rise of blood lactic acid merely as the 
result of hyperglycemia, as in the case of insulin experiments in 
which hyperglycemia was produced by the previous administration 
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Fig. 2. 
Changes occurring in sugar and inorg. phosphate in blood, 
found in epinephrine experiments. 


0.15 


0.10 


Fig. 3. The same as fig. 2. 


0.25 


0.20 


0.15 


0.10 


of glucose to the animal. 

According to Allan and others epinephrine causes decreased 
excretion of phosphate in the urine. What becomes of this retained 
phosphate is to be investigated, since no increase in inorganic 


phosphate of blood was observed. 
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It is settled far beyond question that phlorhizin causes 
temporary prohibition of glucose oxidation and certain disturbance 
in the permeability of kidney. 

The decrease in blood lactic acid, caused by phlorhizin, may 
naturally be explained by the failure of breakdown of glucose. 

The decrease in blood phosphate which follows the phlorhizin 
injection, sooner or later, is probably attributable to the increased 
permeability of kidney for inorganic phosphate. 

That the hyperglycemia observed in phlorhizin experiments 
is not a true one but a false hyperglycemia, due to the high 
sensitiveness of the reagent to the cleavages of the glucoside, when 
Hagedorn-Jensen technique was used for the estimation of 
blood sugar, has been reported by the author (1932). 


CONCLUSION. 
1. Insulin has no effect on promoting the reaction 
elucose<> lactic acid 


in the direction to the right. 

2. It is, therefore, concluded that the rise in blood lactic acid 
which occurs after the administration of insulin, is due not to the 
direct action of insulin itself but to the convulsions that intervened. 

3. Epinephrine causes a decided rise in the blood lactic acid 
of rabbits. 

4. Phlorhizin causes a slight decrease in blood lactic acid, 
probably as a result of prohibition of glucose oxydation. 
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Part II. 
The Effect of Insulin, Epinephrine and Phlorhizin on the 
Distribution of Phosphate in the Blood of Rabbits. 


Recently the significance of the phosphoric acid in the meta- 
bolism of carbohydrate of vegetable and animal organism has been 
much elucidated by many investigators. For instance, it is a well 
known fact that in the form of hexosephosphates it plays a funda- 
mental role in apparently divergent vital processes such as yeast 
fermentation, muscle contraction and the ossification of cartilage. 

Further, recent works of Embden and his associates (1927), 
Eggleton and Eggleton (1927-28, and 1931), Fiske and Sub- 
barow (1927 and 1929), Lohmann (1928 and 1929) and many 
other authors have made valuable contribution to the function of 
phosphoric acid. Namely, phosphagen, a creatine phosphorie acid, 
was discovered by Eggleton and Eggleton and was assumed to 
play an important role in muscle contraction. Lohmann (1928) 
isolated from muscle adenylic pyrophosphate, which acts as coenzym 
in glycolysis in muscle and as cozymase in alcoholic fermentation. 
It has also been confirmed by Deuticke (1930) that adenylic 
pyrophosphate serves as coenzym for the dehydrogenation of 
hexose phosphate. In this concern Tsukano (1931) observed that 
an organic phosphorus compound isolated from suprarenal cortex, 
is of essential importance for the dehydrogenative oxydation of 
hexose phosphates. 

It can be assumed, therefore, that phosphoric acid plays 
a fundamentally important réle in carbohydrate metabolism in 
organism. Then it seems very interesting to study what an in- 
fluence insulin, epinephrine and phlorhizin exert, all of which are 
known to have direct bearing with the carbohydrate metabolism, 
on the behavior of those phosphates in animal tissue. 

The present paper deals with such hormonal effect on the dis- 
tribution of those phosphates in blood. 


MerrtHops. 


Rabbits were used throughout the experiments. To lessen the 
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error due to the individuality of the animal, a series of various 
phosphate determinations were carried out on the same animals. 
The data in the tables give the average value of 6 determinations. 

The determination of various kinds of phosphoric acid com- 
pounds, namely, inorganic phosphorus, phosphagen, pyrophosphate 
and hexose monophosphate together with adenylie acid were carried 
out by Lohmann’s method (1928). Total phosphorus was deter- 
mined by Fiske-Subbarow’s method (1925). For hexose mono- 
phosphate, Embden’s reduction method was also tried. 

Briefly summarized, the whole procedure of these estimations 
runs as follows :—7 ce. of oxalated blood, collected from ear vein 
under ice cooling, was transferred to an Erlenmeyer flask, which 
contained 33 ee. of 7 p.c. trichloroacetic acid solution cooled at ice 
temperature. After being shaken vigorously a few times, the pre- 
cipitate was filtered off rapidly through a filter paper. 

Orthophesphate: Tce. of this filtrate was measured into a 
hard glass centrifuge tube (1.5x10em.), and mixed with 1 ce. of 
5p.c. ammonia and 2cce. of Mathison reagent. After 24 hours 
standing, the tube was centrifuged and the supernatant fluid was 
gently sucked off. The precipitate was then washed with 8 ce. of 
lp.c. ammonia. To the precipitate were added 2ce. of 2.5 p.c. 
ammon molybdate in 5n. sulphuric acid, 0.4 ee. of 0.25 p.c. amino- 
naphtholsulphonie acid solution and enough water to make the 
whole volume up to 10 cc. After being well mixed, the tube was 
put in a thermostat kept at 37°C for 5 minutes, and the colour 
developed was matched against the standard solution, which cor- 
responds to 0.1 mg of P. in 25 ee. 

Phosphagen: 5 cc. of the trichloroacetic acid filtrate was im- 
mediately added with molybdate reagent as described above and 
the colour developed was compared against the same standard as 
above, with the only modification that this was developed in the 
presence of the same concentration of trichloroacetic acid as in the 
test solution. The value thus obtained represents the sum of ortho- 
phosphate preexisting and that derived from phosphagen. The 
latter can, therefore, be easily calculated by subtracting the former 
value from that found. 


Epinephrine and Phlorhizin on the Lactie Acid. 17 


Pyrophosphate and hexose monophosphate: 2 ce. of the tri- 
chloroacetic acid filtrate was measured into each of four centrifuge 
tubes (1.5 x 10 em), and mixed with 2 ce. of 2n. HCl. Under reflex 
condenser, they were put in the boiling water bath. At the end of 
7, 15, 30 and 180 minutes, respectively, one of them was taken out 
from the bath, cooled under the tap water and the free inorganic 
phosphate in each tube was determined in the usual manner. In 
this case the standard solution was so chosen as to contain, per 
25 ce. 5ee. of 2n. HCl and 5ce. of 5.8 p.c. trichloroacetic acid to 
let the colour develop under the same condition of acidity as in 
the test solution. Let b, b’, e and d represented the value of 7, 15, 
30 and 180 minutes’ hydrolysis respectively, so (b—-a) is the value 
corresponding to pyrophosphate, where a is the direct estimabie 
P., 1.e., orthophosphate-P. plus phosphagen-P. (According to Loh- 
mann b and b’ must not differ in wide extent.) 

The value of lactacidogen (hexose monophosphate) is given 
iy (d—b) x 100 

23 
phorus during 3 hours’ hydrolysis, while adenylic acid remains 
intact. In the later experiments 15 minutes hydrolysis was 


, as this after Lohmann, liberates 22.7 p.c. of its phos- 


omitted. 

Lactacidogen(hexose monophosphate) estimation with Emb- 
den’s method was earried out as follows :— 

6 ee. of the trichloroacetic acid filtrate was neutralised with 
light magnesia in the hard glass centrifuge tube. After centrifug- 
ing, 4 ce. of the clear supernatant fluid was measured into the other 
tube. After the addition of each 5 cc. of absolute alcohol and of 
ammon alcohol, the tube was let stand for 2 hours at ice tempera- 
ture. Then the tube was centrifuged for 15 minutes, at 3000 
revolutions per minute. The supernatant fluid was decanted off. 
The precipitate was then dissolved with some water and repre- 
cipitated in a similar manner as above. The tube with the pre- 
cipitate was placed in the sulphuric acid exssicator, evacuated and 
dried. Then the precipitate was dissolved by means of 2 cc. of 
n/10 HCl and diluted with 2cc. of water. After complete dis- 
solution, 4c. of n/20 Na2CO3 solution and furthermore 4 ce. of 
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water were added. On this solution Hagedorn-Jensen’s 
method was applied to determine the reducing activity of hexose 
monophosphate. Since, according to Embden this gives the 
reduction value corresponding to 2/3 of glucose, so, its amount 
and consequently lactacidogen-P. can easily be calculated. 

Total phosphorus: 1 ce. of the trichloroacetic filtrate was trans- 
ferred into a hard glass test tube (1.5x 20 em), mixed with 0.5 ee. 
of 10n. sulphurie acid and submitted to wet ashing after Fiske- 
Subbarow’s description. Then 2 ce. of 2.5 p.c. aquaous ammon 
molybdate solution was added and the colour developed was 
matched against the standard, which was produced by treating 
the given phosphate solution in an exactly similar manner as the 
test solution. 


Resuutts oF EXPERIMENTS 
1. Distribution of phosphates in normal blood. 


In the first place the author investigated the distribution 
of phosphates in blood of normal animals. One group of animals, 
which were nourished by ‘‘Okara’’ and fasted during the day 
before the experiment, were chosen for this purpose. The results 
are summarised in Table I. 


TABLE I. 
Distribution of phosphates per 100 ce. of blood of normal animals. 


. Plow é P. of hexose 
Bx peri! | Rxp,| 7208) bhaes Pyro- anh Embden’s mono- Total 
eae Ne lee Pp a sa |e 2S ay ester phoshpate 12 
mg. me mg. mg. plus insoluble! mg. 
esters. mg 
1 2.52 0.36 5.59 | 3.39 5.82 SHUN: 39.2 
2 2.45 0.39 5.26 | 3.35 4.25 28.90 37.0 
3 2.89 0.34 Salas al 4.63 32.46 40.8 
Control 
4, 3.05 0.38 5.96 | 4.21 4.95 29.61 39.0 
5 3.43 0.37 5.67 | 4.30 4.32 29.73 39.2 
6 4.45 0.26 5.87 | 4.38 4.77 28.82 39.4 
Aver- 
nue 3.13 0.35 5.59 | 3.79 4.79 30.04 39.1 
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As is visible from table I, the average value of orthophosphate 
was 3.13mg per 100 ce. of blood, varying from 2.52 to 4.45 mg 
Eggleton and Eggleton (1927) have stated that ‘‘it should be 
mentioned that Bell and Doisy (1920) probably found traces 
of phosphagen in blood, for they state that the inorganic phosphate 
must be determined in the trichloroacetic acid filtrate as soon as 
possible after filtering since the acid hydrolyses the organic phos- 
phate on standing, giving too high results.’’ More recently they 
(1929-1930) reported that the blood samples obtained from four 
different vertebrates (dog, human, rabbit and cat) contained no 
traces of phosphagen. The above noted increase in inorganic phos- 
phate by the acid, therefore, may be attributed to the cleavage of 
pyrophosphate by the acid. These authors, with their new prin- 
ciple, obtained the following results from the blood of rabbit and 


dog. 

Ortho- | Phosphagen- Pyro- Insoluble} Soluble Total 
12s 12 127, 12% esters. ie 
mg. mg. mg. mg. meg. mg. 

Dog. 6.0 0 2.0 17.5 1.0 26.5 
Rabbit. Holl 0 (19.7) BPO 28.3 


Comparing this data with the results of the author’s experi- 
ments we find that the value of inorganic phosphate is high and 
those of soluble esters (hexose monophosphate) and total phosphate 
are much smaller. This may be traced back to the unsatisfactory 
extraction and low concentration of trichloroacetic acid used in 
their experiments. Nakamura (1929) found 34.5mg P. as an 
average per cent value of 15 rabbits for total phosphate. The 
method of Lohmann and of Embden for the determination of 


hexose monophosphate did not give the same result. 

If Lohmann’s calculation ( ee ) is applied, it amounts 
to about three times as much as that obtained by Embden’s 
method. The low rate of reduction of this substance may be partly 


responsible for the small value by Embden’s method. 
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Robinson’s ester, which according to Lohmann is almost 
identical with Embden’s ester, has only about 1/3 of the reducing 
power of glucose (Robinson, 19380). 

The value of insoluble esters plus hexose monophosphate was 
obtained, by subtracting the sum of inorganic phosphate, phos- 
phagen and pyrophosphate from total phosphate. The insoluble 
esters probably indicate adenylic acid (and inosinie acid). 

The investigations as to whether there might be some phos- 
phorus compounds, which may be extracted with ether, resulted 
negatively. It may, therefore, be concluded that the trichloro- 
acetic acid filtrate of blood does not contain any traces of phos- 
phatides. 


2. Insulin experiments. 


There is no more question as to the fact that insulin causes a 
marked decrease in inorganic phosphate of blood. In this respect, 
Eadie, Macleod and Noble (1925) and Chaikoff and 
Markowitz (1925) have noticed that this decrease runs parallel 
to the blood sugar, but in the recovery phase the phosphate appears 
to rise earlier than the sugar. It has, however, been observed by 
the present author in his unpublished work that marked reincrease 
often occurs in a short time after the injection of insulin, as a 
prodrome of convulsion. 

In the next experiment the study was made on the behavior 
of the various phosphorus compounds in the blood of the animal 
rendered hypoglycemic or convulsive by the action of insulin. The 
whole experimental procedure was indicated in the following Table 
II, and its results are summarised in Table IIT. 

A similar experiment was repeated on the rabbit, which was 
rendered hyperglycemic by administering 50 cc. of 20% glucose 
solution per kg. of body weight. The results are given in Table V. 

From the above results we can perceive that the inorganic 
phosphate of blood, once decreased by the action of insulin, rises 
again when convulsion has set in, while hexose monophosphate 
increases in hypoglycemic stadium and decreases in convulsion. 
With regard to the pyrophosphate, a slight decrease occurred after 
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TABLE II. 
Experiments of insulin administration (17/VI, 1931). 
Time Insulin ‘ Furth Insulin : 
Animal of (Tronto) First ee (Lily) Beginn | Second 
No. | insulin used. vee of adminis- of Mee 
eae teaeas section. iaeulin tered. conv. | section. 
: units. 
9°07 a.m | 50(intraven)) 9.45 a.m|1.20p.m.| 120 (subeut.)) 2.45p.m_] 4.45p.m. 
OST Olas. 5 Hay oe —_ See LOOM a Loos 
: Salis. 3 10.15 ,, |1.20p.m./120(subcut)| 2.30 .,, | 3.05 ,, 
10. 9.15 ,, |50 (subecut.) /10.30 ,, — — LAO ween poelonees 
Tal OSGuerss xy iE OOM., = — 11.10 a.mJ12.15 ,, 
Notes. Animal No. 7 died of convulsion, No. 8 later recovered, No. 9 


died of convulsion, at 4.50 p.m., No. 10 died of convulsion, while 
under venesection, and No. 11 died of convulsion about 3 hours 
after the second venesection. 


of insulin rabbits. 


TABLE III. 
The distribution of phosphates in the blood of the first venesection 


ioe ee Por byes ae 
Sue Inorg. Pyro- Embden’s} monophos- ota 
nee rae P. Lee P. oe ester. phate plus P 
meer: oS mg. . mg. 8 mg. insoluble mg 
me: esters. mg. 
Oe deo 1.00 4.88 | 5.81 4.82 30.61 37.8 
: 23. 1.43 1.05 pyilak I sGReAl 7.39 28.11 Soat 
Insulin 
(no 24. 1.32 1.12 4.85 | d.01 4.58 30.11 37.4 
conv.) | 95 1.75 0.69 | 4.95 | 5.71 4,82 33.41 40.8 
26. 1.62 1.04 5.63 | 6.01 4.16 81.41 39.7 
ne 1.49 0.98 | 5.08| 5.85 | 5.15 30.73 38.3 


insulin injection, but it showed a tendency to rise again when 


vulsions had set in. 
From these results it seems very likely that insulin promotes 


the synthesis of the hexose monophosphate at the expense of sugar, 
inorganic phosphate and pyrophosphate, and since this substance 
has lower reducing activity than glucose the apparent hypoglycemic 


con- 


82 S. Yamada: 
TABLE IV. 
Distribution of phosphates in blood of insulin rabbits, after the 
convulsion had set in. 


Ph P. of hexose 
Os- ’ 
; ; Pyro- Embden’s} monophos- | Total 
Experi-| Exp. a Paseen P. (d-b) | ester. phate plus P. 
ment. | No. | mg. Ee mg. | ™8: mg. insoluble mg. 
me. esters. mg. 
27. 2.86 1.30 4.57 | 4.47 4.58 25.92 34.6 
3 28. 3.54 0.80 5.16 | 4.70 7.45 26.20 Bont 
Insulin 
(after 29. 3.02 1283 4.45 | 3.70 4,23 23.50 32.2 
conv.) | 39 3.91 0.62 | 5.97 | 6.00 4.02 33.60 44.4 
Sal, 3.16 1.04 6.20 | 6.10 4.31 32.90 43.0 
ane 3,30 1.05 | 5.27] 4.99 4.92 28.44 38.0 
age 


TABLE V. 
Distribution of phosphates in blood of glucose-insulin rabbits. 
of body weight. 


Phos. P. of hexose 


: Inorg. Pyro-| ~4 ;.)|Embden’s| monophos- | Total 
Experi- ae P. Pyeeer BED eater: phate plus 1 
ment. 8 mg. ¢ mg. | ™8 mg. insoluble mg. 
me. esters. mg. 
| 12. 1.76 0.28 601 | 3.42 5.01 19.85 27.9 
Insulin} 13. 2.07 0.40 5.65 | 3.66 4.17 22.88 31.0 
Acme 14. 2.59 0.50 | 6.34 | 4.29 4.51 23.17 32.6 
adm.) ily 2.46 0.45 6.51 | 4.55 4.32 23.28 Goel 
16. 2.67 0.54 7.04 | 5.00 4.76 Pao) 36.0 
rae 231 | 043 | 631] 418] 4.55 22.97 32.0 
| | 


condition of blood under the action of insulin may be partly ae- 
counted for by its formation. 

The decrease in blood lactic acid by insulin, observed in the 
experiments under part I, is due largely to the decrease of blood 
sugar, because, when excess of sugar exists, blood lactie acid 
steadily increases even under the action of insulin. 

It may be concluded, therefore, that insulin accerelates the 
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hexose monophosphate synthesis and has no effect on the process 
of glycose > lactic acid. 

This stands quite in agreement with the observation of Marks 
and Morgan (1927) that insulin convulsion can be released 
promptly by glucose injection but not by hexose phosphates. 


3. Epinephrine experiments. 

It has been reported by some authors that epinephrine causes 
‘similar changes in inorganic phosphate of blood and urine as 
insulin. Perlzweig and his associates (1924) reported that sub- 
cutaneous injections of this hormone in normal human subjects 
caused a fall in inorganic phosphate of blood, and a simultaneous 
fall in the rate of excretion of phosphate into urine, though 
frequently there was a rise in the rate of urinary excretion 
of phosphate. The results obtained by A(dlan, Dickson and 
Markwitz (1924)- indicate that the administration of epine- 
phrine on fasting animals causes changes in the excretion of 
inorganic phosphate into urine similar to those caused by the 
administration of insulin or by the ingestion of sugar, namely an 
initial decrease followed by a large increase, and they state that 
“fas epinephrine and insulin are commonly regarded as having an 
antagonistic action, on some phases of carbohydrate metabolism, it 
appears paradoxical, that epinephrine should affect the phosphate 
excretion in almost exactly the same manner as insulin. Epine- 
phrine and insulin are not, therefore, antagonistic in their effects 
on these processes of carbohydrate metabolism, with which phos- 
phate is coneerned.’? Bollinger and Hartmann (1925), 
Kurokawa (1924, 1925) and Eadie, Macleod and Noble 
(1925) also confirmed these results, though Matsuoka (1928) 
reported a marked increase in inorganic phosphate of blood after 
the injection of epinephrine. 

The author carried out a careful experiment in this line and 
further investigated to what extent epinephrine acts antagonistic 
to insulin on factors other than inorganic phosphate. The results 
are summarised in table VI. 

As is visible from table VI, the inorganic phosphate was ap- 
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parently decreased in two experiments, but in the remaining three 
it rose rather than the control, thus it resulted in 2.75 mg p.e¢. on 
an average, which was found lower than that of control. 


TasBLE VI. 
Distribution of phosphates in blood of epinephrine rabbits. 
Epinephrine solution (1: 1000) used was 1 ce. per kg 


Phos P. of hexose 

J = ; - | Total 

Experi- | Exp. Inorg. phagen Pyro (a-b) Embden’s| monophos oe 

; P 12, ester. phate plus 5 

ments. | No. | wo. : mg. | ™8: mg. insoluble | mg. 
wee esters. mg 

te 1.10 0.94 5.83 | 2.33 4,32 20.63 28.5 

8. 1.10 1.04 5.97 | 2.59 4.25 23.56 eure 

Bpineph-| 9, | 4.02 | 0.40 | 618] 240] 448 20.90 | 31.5 

10. 3.64 0.49 6.62 | 3.05 ALT 24.97 Sout 

11. 3.88 0.53 6.69 | 3.70 4.50 25.10 36.2 

ne 2.75 0.68 | 6.26 | 2.81 4.33 23.04 32.7 


This result coincides entirely with that obtained in the 
previous work, in which Bell-Doisy’s method of phosphorus 
estimation was employed. Besides blood sugar and inorganic phos- 
phate, epinephrine resulted entirely reverse to insulin, i.e, an 
increase in pyrophosphate and a fall in (d-b) factor. 

Another significant change is the marked decrease in total 
phosphorus. Nakamura (1929) also observed it. According to 
Allan and others, epinephrine retards the excretion of inorganic 
phosphate into urine. Then the question occurs what is the cause 
of the decrease of total phosphorus. Cori (1931) has found an 
unmistakable rise in Embden’s ester of muscle after the ad- 
ministration of epinephrine. Besides this ,perhaps, the increase 
of pyrophosphate in tissues may be partially responsible, 


4. Phlorhizin experiments. 
An exactly similar experiment was undertaken with phlor- 
hizin. The results are summarised in table VII. 
As is evident from table VII, inorganic phosphate showed a 
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slight increase, while in the experiment of part I, it showed a 
slight decrease by phlorhizin. As is already described, this dis- 
crepancy is attributable to the difference of time at which venesec- 
tion was performed. There was no significant change in pyro- 
phosphate, but hexose monophosphate showed a slight increase. 
From these results and those obtained under part I, it may 
be concluded that phlorhizin causes decrease in blood lactic acid, 
retarding the oxidation of glucose and hexose monophosphate. Yet 
it seems unlikely that phlorhizin has an influence on the process of 
carbohydrate metabolism with which phosphates are concerned. 


TaBLE VII. 
Distribution of phosphates in the blood of phlorhizinised rabbits. 


Phos: 3 P. of hexose 
Experi- | Exp. Inorg. igen pa (d-b) sper ala as mae 
ments. | No. P. SP oe |e CPOE a As BRE plus ; 
mg. et mg. mg. insoluble mg. 
= esters. mg. 
Ale 1.78 0.56 saltey || yo) 5.28 19.40 26.9 
18. 4.06 —0.12 Oro} Oslb 4.43 25.35 34.6 
as 19. | 3.49 |—0.04 | 5.52] 4.63] 5.02 21.63 | 30.6 
20. 4.75 |—0.10 5.12 | 4.84 4.06 PA LEGS alo 
21. 4.30 0.23 5.59 | 5.43 4.95 24.28 34.4 
Ae 3.67 0.11 5.34 | 4.71 4.75 22.42 31.6 


Note.—Phlorhizin was used as a carbonate solution, dissolving 1 gm of the 
glucoside in 20 ce. of 2.4% NasCOs, and 25 to 40 ce. of this solu- 
tion was administered subcutaneously. 


DISCUSSION OF THE ROLE OF PYROPHOSPHATE. 


According to Lohmann and his associates (1931), pyrophos- 
phate plays a fundamental réle as co-enzyme in lactic acid forma- 
tion from glycogen in muscle. Barrensheen and his collaborator 
(1931) confirmed that the glycolytic capacity of animal blood is 
proportional to the absolute amount of pyrophosphate in it. 

After reviewing the data obtained in the present work, we are 
lead to conclude that blood pyrophosphate increases markedly when 
apparent hyperglycemia exists, as in the ease of epinephrine injec- 
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tion or of glucose administration. 

On the contrary it decreases in the hypoglycemic phase of 
insulin action, accompanied by a fall in blood lactic acid. These 
results favour the idea that pyrophosphate promotes the splitting 
of glucose into lactic acid. 

From the results that insulin causes a decrease of pyrophos- 
phate with the simultaneous rise of hexose phosphate, it seems very 
likely that pyrophosphate may be partly converted to hexose- 
phosphate. On the contrary pyrophosphate increases by epine- 
phrine, at the expense of hexose monophosphate and insoluble 
esters. Also in the case of insulin experiment in which excess of 
glucose was previously supplied to the animal, it shows marked 
inerease with a simultaneous fall in insoluble esters. 

From these results it may be assumed that when the hyper- 
glycemic condition prevails in the body, pyrophosphate is built up 
from other phosphorus compounds. 


SUMMARY. 


The results obtained in the experiment are summarized as 
follows. 

1. Inorganic phosphate decreased under the action of insulin, 
but it rose again when hypoglycemic convulsion supervened. This 
decrease was not apparent when an excess of sugar had been ad- 
ministered. 

Epinephrine did not cause a marked fall in inorganic phos- 
phate. 

2. The decrease in blood pyrophosphate occurred under the 
action of insulin, but it showed a tendency to rise again when 
convulsion had set in. Its increase was observed when the animal 
was rendered hyperglycemic by the administration of glucose or 
by the injection of epinephrine. 

It remained fast constant by phlorhizin injection. 

3. The hexose phosphate factor of Lohmann (d-b) and 
Embden’s ester runs almost parallel in each case. The decrease 
in this factor occurred by the hypoglycemic convulsion of insulin, 
and under the influence of epinephrine. 
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It increased by insulin injection with or without the previous 
supply of glucose to the animal, and by phlorhizin injection. 

4. Total phosphorus decreased markedly by epinephrine, 
phlorhizin and glucose administration. 


GENERAL CONCLUSION. 


From these results and those obtained in Part I, we have the 
conclusion as follows :— 

1. Insulin, as generally accepted, promotes the reaction to 
the left, i.e., to glycogen synthesis in the following schematic re- 
presentation of carbohydrate metabolism in animal body, causing 
an increase in hexose monophosphate at the expense of inorganic 
phosphate, pyrophosphate, sugar and lactic acid in blood. But 


it does not retard the formation of lactic acid from glucose. 
(anaerobic) 
Glycogen hexose monophosphate7“hexose7 lactie acid. | 
ao 
phosphate 


2. Epinephrine promotes the reaction generally to the right, 
acting entirely antagonistic to insulin, with the only excepton of 
its influence upon inorganic phosphate. 

3. Pyrophosphate promotes the splitting of glucose into lactic 
acid, when an excess of sugar exists in the animal body. Insulin 
has no influence upon this process. 

4. In ease of phlorhizin injection it is difficult to find any 
intimate participation of phosphates in the metabolic change oc- 
curring thereby. 

The author wishes to thank Professor K. Kodama for the 
interest he has taken in this work and for the kindly criticism he 
has given throughout the work. 
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UBER DIE BEZIEHUNGEN DER ALIMENTAREN 
HYPOGLYKAMIE, SOWIE DES ,STAUB“-EFFECTES 
ZU VERSCHIEDENEN ZUCKERARTEN. 


Von 


MASAO SAWADA. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Prafektur-Hospitals 
zu Kobe. Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 28. September 1932) 


I. EIN LEITUNG. 


Staub (1921, 1922, 1926, 1927), hat experimentell konstatiert, 
dass Glukosezufuhr das Auftreten von Hypoglykamie im 
Anschluss an temporare Hyperglykaimie bedingt. Ferner hat er 
gefunden, dass wiederholte Zuckergabe die alimentare Hyper- 
glykamie allmahlich vermindert. Spater hat er klinisch durch 
Bluttransfusionsversuch nachgewiesen, dass das Blut des Gesun- 
den im Verlauf der alimentiren Hyperglykamie die Wirkung 
besitzt, den Blutzucker des Diabetikers herabsetzen zu konnen, was 
er auf Mehrbildung von Insulin zuriickfiihrte. Dabei hat er solche 
Falle ,Staub-Effekt positiv’‘ genannt, bei denen der maximale 
Blutzuckerwert nach spaterer Zuckergabe niedriger ausfallt als 
nach friiherer, und die umgekehrten Falle ,Staub-Effekt nega- 

Darauffolgend ist eine Reihe von experimentellen Nachpri- 
fungen iiber das Wesen der von Staub entdeckten Tatsachen 
sowie tiber die Blutzuckerregulation erschienen. 

Pollak (1923, 1927) berichtet ein interessantes Experiment 
in bezug auf die alimentire Hyperglykamie, namlich: bei intra- 
venoser Dauerinfusion von Zuckerloésung steigt der Blutzucker nur 
im Anfang, um sich dann allméahlich zu vermindern; er kam zu 
der Schlussfolgerung, dass Zuckerzufuhr im Organismus den 


tiv 


Blutzucker regulierende Vorginge hervorruft. 
Depisch und Hasendéhrl (1926, 1928), haben auch beo- 
bachtet, dass sich der Blutzucker nach Zuckergabe zuerst vermehrt, 


91 


92 M. Sawada: 


dann vermindert. Sie haben diese Erscheinung damit in Zusam- 
menhang gebracht, dass die Zuckerzugabe im Koérper Insulinpro- 
duktion auslést. Sie haben ferner bestitigt, dass Zufuhr von 
Zucker und Insulin zusammen stirkere Hypoglykamie hervorruft, 
als alleinige Zugabe von Insulin und Wasser. Dadurch wurde 
der Beweis erbracht, dass Zuckereinverleibung Insulinproduktion 
im Gefolge hat. Auf Grund dieser Tatsache haben sie die Ansicht 
vertreten, dass die wiederholte Zuckerbelastung als die beste Funk- 
tionspriifungsmethode der Langerhansschen Inseln der Pankreas 
anzusehen ist. 

Koref und Rigler (1924), haben auch ahnliches festgestellt, 
namlich, dass wenn man Zucker und Insulin zusammen injiziert, 
die Wirkung des Insulins stirker ist als bei alleinigem Gebrauch 
von Insulin. Diese Tatsache haben Adlersberg und Porges 
(1926) als Ausdruck der Summe der durch Zuckergabe bedingten 
endogenen Insulinsekretion und der exogenen Insulinwirkung 
erklart. 

Lennox (1927) beobachtete, dass sich der sog. Staub- 
Effekt im wiederholten Zuckerbelastungsversuch bei peroraler 
Zuckergabe starker geltend macht als bei intravendser Injektion; 
daraus ist die wichtige Rolle zu erkennen, die der Zucker bei der 
Beschleunigung der Blutzuckerregulation im Organismus spielt. 

Hosaka (1924) teilte mit, dass wiederholte perorale Zuckerzu- 
fuhr bei gesunden Tieren die alimentire Hyperglykamie immer 
schwacher ausfallen lasst, und dass bei gestérter Pankreasfunktion 
der Blutzuckerspiegel immer hoher wird. 

Nach den obigen Autoren ruft die Zuckerzufuhr eine stirkere 
Blutzuckerregulation hervor. Vor allem wird die Produktion von 
Insulin, des blutzuckerregulierenden Hormons, gesteigert, was zum 
Auftreten von alimentirer Hypoglykamie fiihrt. 

Es wird daher allgemein anerkannt, dass die alimentire 
Hyperglykamie immer schwacher ausfallt, wenn mehrmals hinter- 
einander Zucker gegeben wird. Wenn man vorher normale Tiere 
mit Traubenzucker belastet—sei es per os oder sei es intravends—, 
so wird die Blutzuckerregulationsfunktion im Organismus eefor- 
dert und fiihrt vor allem zu einer Uberproduktion von Insulin, 
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dann nach gewisser Zeit zum Auftreten von Hypoglykimie, und bei 
wiederholter Zuckerbelastung kommt positiver Staub-Effekt vor. 

Somit muss man, um zu wissen, ob eine gewisse Substanz die 
Z4uckerassimilation befordert oder nicht, vorher sicherstellen, ob 
sich hypoglykamische Erscheinungen und Staub-Effekt in der 
kontinuierlichen Zuckerkurve geltend machen. 

Auf diese Weise kann man dann Hinblicke in das Verhiltnis 
zwischen der betreffenden Substanz und dem Zuckerassimilations- 
vorgang gewinnen. 

Die Zuckerkurve bei Belastung mit anderen Zuckerarten als 
Glukose muss daher Klarheit, nicht nur tiber die Beziehungen 
des betreffenden Zuckers zum Assimilationsprozess bringen, sondern 
auch tber die biologischen Higenschaften der einzelnen Zuckerar- 
ten. 

Deshalb habe ich mich in vorliegender Arbeit damit beschaf- 
tigt, die Beziehungen von reduktionsfahigen Zuckerarten (Fruk- 
tose, Mannose, Galaktose, Laktose, Maltose) zu Hypoglykamie und 
Staub-Effekt nach den Belastungen zu erforschen. Obwohl, wie 
allgemein bekannt, alle obengenannten Zuckerarten Reduktions- 
vermogen besitzen, weisen Glukose, Fruktose und Mannose doch 
eine besonders nahe verwandte chemische Strukur auf; und zwar 
sind die 3, 4, und 5 asymmetrischen Kohlenstoffketten genau diesel- 
ben, und bei diesen drei Zuckerarten erfolgt in Vitro leicht eine 
innere Umwandlung. 

Dagegen hat Galaktose eine eigenartige Struktur und lasst 
sich auch in bezug auf fermentative Wirkung von den anderen 
unterscheiden. Ferner haben Takeda und seine Mitarbeiter 
(1924) klargestellt, dass Galaktose beziiglich der antiinsulinhypo- 
elykamischen Wirkung eine gewisse Besonderheit aufweist. Daraus 
ist zu ersehen, dass Galaktose im Vergleich mit den wtbrigen 
Zuckerarten in bezug auf die biologischen Higenschaften eine Son- 
derstelle einnimmt. 

Da sich Laktose in Glukose und Galaktose spaltet und Maltose 
in zwei Molekiile von Glukose, miissten diese beiden Zuckerarten 
der Insulinhypoglykamie entgegenwirken, wenn sie im Organismus 
vollkommen gespaltet werden. Aber entgegen der theoretischen 
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Erwartung besitzt nur die Maltose die antihypoglykamische 
Wirkung. Womit hingt dies zusammen? Nach Takeda (1924), 
soll dies davon abhingen, ob der betreffende Zucker im Korper 
vollkommen gespaltet wird oder nicht, und nicht von der chemi- 
schen Struktur. 

Nichts sicheres ist bis jetzt bekannt in bezug auf den Unter- 
schied der biologischen Eigenschaften der Galaktose und der 
anderen drei Hexosen ausser ihrem Verhalten in der fermentativen 
Wirkung und der Insulinhypoglykamie. Unklarheit herrscht auch 
beziiglich des Schicksals der Maltose und Jaktose im Organismus. 

Wenn nach Zufuhr dieser Zuckerarten (bei Versuchstieren) 
Hypoglykamie und positiver Staub-Effekt zu Tage treten, so 
kann geschlossen werden, dass der gegebene Zucker entweder 
dieselbe Wirkung wie Glukose besitzt oder sich im Korper in 
Glukose spaltet, oder eine Substanz erzeugt, die in ihrer biologi- 
schen Wirkung mit Glukose identisch ist. 

Ks ist infolgedessen nicht ohne Interesse, den Staub-Effekt 
und die Hypoglykimie nach Zugabe der obengenannten verschie- 
denen Zuckerarten genau zu beobachten, wobei auch iiber den 
Assimilationsvorgang der Zucker sowie deren biologische Merkmale 
eine gewisse Aufklirung zu erhoffen ist. 


II. VeErRsucHSANORDNUNGEN. 


Als Versuchstiere wurden immer gesunde, ausgewachsene 
Kaninchen (mit einem Korpergewicht von 2.0-2.5ke), und zwar 
um zufallige Ereignisse (wie z.B. Schwangerschaft usw.) auszu- 
schalten, Mannchen beniitzt. Sie wurden taglich mit einer be- 
stimmten Menge von Tofu-Kasu gefiittert. Vor dem Versuch liess 
man sie jedesmal 24 Stunden hungern. Beim Versuch wurde das 
Tier nicht auf dem Fixierbrett festgebunden, sondern im Stehen 
gehalten, um etwaige EHinfliisse von Erregung, Ligatur usw. zu 
vermeiden. 

Die Zuckerlésung wurde mit aseptischen Massregeln intra- 
venos (in die Ohrvenen) oder intraperitoneal injiziert. Bei gleich- 
zeitiger Blutentnahme und Ohrveneninjektion wurde immer die 
andere Seite gewahlt. 
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Die Blutzuckerbestimmung erfolgte nach der Bang’schen 
neuen Methode, nach Hagedorn-Jensen, sowie nach der Doi’- 
schen Bestimmungsmethode des wahren Zuckers. 


III. ResuutTare per HXPERIMENTE. 


1. Intravendoser Zuckerbelastungsversuch und alimentire 

hypoglykimische Erscheinung. 

Bei einer grossen Anzahl von Kaninchen wurden die oben- 
genannten Zuckerarten (Glukose, Fruktose, Mannose, Laktose, 
Galaktose und Maltose) intraven6és injiziert. 

Die Resultate der Versuche sind in der Tabelle I. gegeben, 
und ausserdem wurde noch der leichteren Ubersicht halber ein 
typisches Beispiel aus vielen Fallen als Vertreter angefiihrt (Fig. 


A und B). 


Fig. (A) Blutzuckerkurve bei intravendser 
Zuckerinjektion (10%, 30 eem) 
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Fig. (B) Blutzuckerkurve bei intravenoser 
Zuckerinjektion (10%, 30 ecm) 
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Wie aus Fig. A zu ersehen ist, erreicht die Blutzuckerkurve 
ihr Maximum 14 Stunde nach Injektion” von Glukose und Fruk- 
tose und kehrt dann allm&hlich abfallend nach Ablauf von 21% 
Stunden beinahe zum Wert vor dem Versuch zurtick; nach 4 
Stunden kommt immer Hypoglykimie vor. Bei ahnlichen Ver- 
suchen mit Galaktose dagegen war die Hypoglykamie nach 4 
Stunden nicht mehr zu beobachten. 

Bei intravenéser Injektion von Milchzuckerlosung (30 cem, 
10%) liess sich auch nach 4 Stunden keine Hypoglykamie mehr 
nachweisen. (Fig. B) Bei Maltose war die Hypoglykamie nicht 
so betrachtlich wie bei Glukose. Bei Mannose war dagegen die 
Hypoglykamie zu demselben Zeitpunkt noch nachweisbar. 


1) Es wurden immer 30 ccm 10%ige Lisung des betreffenden Zuckers 
gegeben. : 
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TABELLE I, 


Versuch mit intravendser Zuckerbelastung. 
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Datun 


Nr. 
K.G. 
(kg) 


Zucker- 
arten (ccm) 


Blutzucker % 


Vor 


60’ 


90’ 


150’ 


180’ 


240’ 


201 
(2.080) 


203 
(1.950) 


204 
(2.000) 


201 
(2.000) 


203 
(1.900) 

204 
(2.100) 


201 
(2.100) 


203 
(1.900) 


204 
(2.150) 

209 
(2.200) 

212 
(2.000) 


215 
(1.900) 


209 
(2.200) 

212 
(2.050) 


215 
(2.020) 

209 
(2.100) 


zis 
(2.050) 


215 
(1.970) 


10% 30 ceem 
Glukose 


10% 30 cem 
Glukose 


10% 30 cem 
Glukose 


10% 30 cem 
Laevulose 


10% 30 ccm 
Laevulose 


10% 30 cem 
Laevulose 
10% 30 cem 
Galaktose 


10% 30 cem 
Galaktose 


10% 30 cem 
Galaktose 


10% 30 cem 
Laktose 


10% 30 ecm 
Laktose 


10% 30 cem 
Laktose 


10% 30 ecm 
Mannose 


10% 30 cem 
Mannose 


10% 30 cem 
Maltose 


10% 30 ecm 
Maltose 


10% 30 com 
Maltose 


10% 30 cem 
Maltose 


0.095 


0.088 


0.100 


0.101 


0.100 


0.102 


0.099 


0.093 


0.099 


0.087 


0.090 


0.101 


0.090 


0.089 


0.102 


0.085 


0.108 


0.098 


0.129 


0.145 


0.158 


0.139 


0.135 


0.125 


0.160 


0.151 


0.148 


0.192 


0.156 


0.173 


0.184 


0.128 


0.132 


0.133 


0.174 


0.192 


0.100 


0.085 


0.103 


0.107 


0.091 


0.100 


0.135 


0.129 


0.130 


0.134 


0.121 


0.114 


0.112 


0.082 


0.100 


0.109 


0.118 


0.131 


0.085 


0.075 


0.095 


0.095 


0.085 


0.088 


0.121 


0.113 


0.104 


0.120 


0.108 


0.103 


0.083 


0.077 


0.090 


0.100 


0.110 


0.099 
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2. Das Verhalten des Wahrenzuckergehaltes im Blut bet 
intravenoser Zuckerbelastung. 

In den obengenannten Experimenten erzeugten Glukose, Fruk- 
tose, und Mannose die alimentiire Hypoglykaimie, dagegen nicht 
die drei anderen Zuckerarten (Galaktose, Laktose und Maltose). 

Der Blutzuckerwert in den vorangehenden Untersuchungen 
zeigt nur das Gesamt-Reduktionsvermogen des Blutes, welches 
ausser dem fermentativen wahren Zucker noch sonstige reduktions- 
fahige Substanzen enthalt. 

Nun muss festgestellt werden, ob die Hypoglykamie nach 
Zuckerbelastung mit der Verminderung des fermentativen wahren 
Zuckers zusammenhiangt oder ob sie von sonstigen Restzuckerarten 
abhangt. Es lasst sich vermuten, dass auch bei Zufuhr der ver- 
schiedenen Zuckerarten die gegebenen Zucker 4 Stunden nach 
der Belastung schon aus dem Blut verschwunden sind. 

Wenn man aber annimmt, dass die injizierten Zucker durch 
irgendwelche Griinde nach 4 Stunden nach Einverleibung noch 
im Blut vorhanden sind, so miisste die gesamte Zuckermenge 
dadurch hoher geschatzt werden. Wenn dies der Fall ist, muss 
das gesamte Reduktionsvermégen des Blutes zugenommen haben, 
obgleich das Blut an Wahrenzuckergehalt abgenommen hat (gegen- 
uber dem Gehalt vor der Belactung), was zum <Ausbleiben der 
Hypoglykamie Erscheinung fiihren konnte. 

Um den Zweifel zu losen, muss man infolgedessen den Verlauf 
des belasteten Zuckers im Blut zeitlich genau verfolgen. 

Hs ist deshalb ganz klar, dass beim Vorhandensein von in- 
jiziertem Zucker im Blut die Bestimmung des gesamten Reduktions- 
vermogens allein keinen Aufschluss auf den eigenen Blutzuckerwert 
gibt, ei Punkt, den man immer im Auge behalten muss. 

Die drei Zuckerarten, welche alimentaire Hypoglykamie her- 
vorrufen, lassen sich alle leicht durch Hefe fermentieren, aber die 
ubrigen drei Zuckerarten geraten schwer durch Hefe in Garung. 
Wenn man somit von der Bestimmungsmethode des wahren Zuckers 
durch Hefegirung Gebrauch macht, kann man durch den zugenom- 
menen Restzuckerwert die Menge der zugefiihrten Zuckermenge 
im Blut genau bestimmen. 
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Nur hat man dabei zu bedenken, dass die drei Zuckerarten 
(Laktose, Galaktose und Maltose) nicht absolut unfermentativ sind. 

Daher muss man bei Beniitzung der Girungsmethode solche 
Hefe auswihlen, die innerhalb einer gewissen Zeit entweder nicht 
spaltet, oder ausserordentlich langsam spaltet. 

Ich habe deshalb im Versuch die Wirkung der Hefe auf die 
einzelnen Zuckerarten untersucht und habe gefunden, dass die 
Fleischmann’sche Hefe unter verschiedenen Hefearten auf 
Glukose die starkste Wirkung hatte, dagegen auf Galaktose, 
Laktose am schwiachsten wirkte. 

Im folgenden sei das Resultat des Garungsversuchs tabellarisch 
zusammengefasst (s. Tab. II), bei dem der zeitliche Verlauf des 
Reduktionsvorgangs im Gemisch von Blutproben mit einzelnen 
Zuckerarten und der Fleischmann ’schen Hefe untersucht wurde. 

Bei diesem Versuch wurde der Reduktionswert nach der 
Doischen Methode bestimmt. Die einzelnen Zuckerarten wurden 


TABELLE II. 
Wirkung von Hefe (Fleischmann) auf verschiedene Zuckerarten. 
(bei 28°) 
(Kontrolle) 
eves Glukose (0.1%) | Galaktose (0.1%) | Laktose (0.1%) 
gos | Bint Blut Blut ae aes 


Hefe (3 Osen) Hefe (3 Osen) Hefe (3 Osen) Hefe (3 Osen) 


Vor dem 
Versuch 256 mg % 149 mg% 239 mg % 130 mg % 
ISt; 200 207 227 108 
2 120 185 199 82 
3 109 T56 190 66 
4 92 150 149 58 
5 49 137, SD 45 


Glukose| Galaktose | Laktose| Laevulose|Mannose| Maltose|(Kontrolle) 

5. (0.08%) | (0.08%) | (0.089%) | (0.0896) | (0.08%) | (0.08%)| Wasser 

Garungs- Bint Blut Blut Blut Blut | Blut Blut 
zeit Hefe Hefe Hefe Hefe Hefe Hefe Hefe 


(3 Osen)| (3 Osen) |(3 Osen)| (3 Osen) |(3 Osen)|\(3 Osen)| (3 Osen) 


Vor (215mg%| 208mg% |200mg%) 219 mg % 220mg % 202mg % ie 
170 


2 St. 153 186 183 154 153 

3 100 163 169 107 119 119 76 
a 73 136 157 87 98 115 56 
5 61 129 141 76 84 110 55 


7 50 119 120 60 71 106 50 
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A Glukose (0.05%)| Galaktose (0.05% )| Laktose (0.05% ) Se 
Garnase! splat Blut Bluey bd 
zeit | Hefe (2 sen) | Hefe (1 Ose) Hefe:C1 Ose] 5: 4y (tan) 
Vor 193 mg % 183 mg% 182 mg% 128 mg % 
1 St. 165 168 170 105 
2 130 136 138 80 
3 8 119 119 61 
4 52 95 97 53 
5 48 93 94 50 
A Glukose(0.01%)| Galaktose (0.01%)| Laktose (0.01%) |} (Kontrolle) 
Garungs-| Bint Blut Blut (Blut + 
4 Hefe (2 Osen) | Hefe (1 Ose) Hefe (1 Ose) |Hefe (1 Ose) 
Vor 160 mg % 154 mg% 151 mg % 134 mg % 
LS Ste 148 150 141 102 
2 120 132 115) 78 
3 93 108 88 60 
4 74 83 72 57 
5 49 | 63 65 53 


in verschiedener Konzentration (0.1-0.01%) bei Enteiweissung 
zugesetzt. 

Nach meiner Untersuchung war Fleischmann’sche Hefe 
gegentiber der Glukose und Fruktose in vitro am wirksamsten, 
indem sie in 5 Stunden die Garung vollendete. Die Wirkung auf 
Mannose war nicht so stark wie die auf die beiden erwahnten 
Zuckerarten, indem die Garung in 5 Stunden nur beinahe voll- 
kommen war. lLaktose und Galaktose lassen sich am wenigsten 
beeinflussen; bei diesen verringerte sich der Reduktionswert des 
Blutgemisches nur ausserordentlich langsam, und wenn man den 
dem Blut eigenen Reduktionswert in Betracht zieht, muss man 
folgern, dass ihre Wirkung nur ganz gering ist. Die Wirkung auf 
Maltose war nicht so unbedeutend wie die auf Laktose und Galak- 
tose; eine schwache Garung liess sich sicher erkennen. 

Um die Frage zu lésen, ob die alimentaére Hypoglykimie auf 
der Verminderung des echten Blutzuckers beruht, und wie sich 


die Zuckerarten im Blut verhalten, die nach intravenéser Injektion 
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die alimentare Hypoglykamie vermissen lassen, habe ich 4 Stunden 
nach intravenéser Injektion von Glukose, Fruktose, Galaktose, 
Laktose, Mannose und Maltose das gesamte Reduktionsvermégen 
des Blutes, den Restzucker und den wahren Zucker im Blut 
bestimmt. 

Der Gehalt des wahren Zuckers (d.h. die Garungszuckermenge) 
vor und nach Zuckerbelastung (Glukose, Fruktose, Galaktose, Lak- 
tose und Mannose) sind in der Tabelle III gegeben. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, war das gesamte Reduk- 
tionsvermégen des Blutes 4 Stunden nach der Zuckerzufuhr (Glu- 
kose, Fruktose, Mannose) geringer als vor der Injektion. Die 
Menge des wahren Zuckers zeigt auch eine mehr oder weniger deut- 
liche Verringerung. Daraus kann man schliessen, dass die Hypo- 
glykamie nach Zuckerbelastung (Glukose, Fruktose, Mannose) auf 
der Verminderung der Gehalt des wahren Zuckers des Blutes 
beruht. Das gesamte Reduktionsvermogen des Blutes 4 Stunden 
nach Injektion von Laktose wurde im Vergleich zu dem vor der 
Belastung nicht nur nicht herabgesetzt, sondern vielmehr ein wenig 
erhoht gefunden. 

Gleich nach Zufuhr von Galaktose und Laktose erhohte sich 
der Restzuckerwert, um dann allmahlich abzufallen und 4 Stunden 
danach zur Norm zurtickzukommen; mit anderen Worten waren 
diese Zuckerarten aus dem Blut in 4 Stunden nach der Belastung 
verschwunden. Bei beiden Zuckerarten vermehrte sich der Gehalt 
des wahren Zuckers fast regelmassig 14-1 Stunde nach Hinver- 
leibung, verringerte sich dann allmahlich, erreichte aber 4 Stunden 
nach Injektion einen Wert, der ein wenig tiber dem Anfangsniveau 
lag. Dass bei Galaktose und Milchzucker keine hypoglykamische 
Ercheinung auftrat, beruht nicht auf der Verzégerung des Ver- 
schwindens des Zuckers aus dem Blut, sondern auf dem Ausbleiben 
der Verminderung des wahren Zuckers im Blut. Bei Maltose war 
das Resultat dhnlich wie bei Laktose oder Galaktose, aber bei Hefe- 
proben liess sich eine leichte Garung erkennen ; daher kann man 
aus dem vorliegenden Versuch nicht sicher erkennen, ob nicht ein 
Bruchteil von Maltose 4 Stunden nach der Zuckerbelastung noch 
im Blut zuriickgeblieben ist. 


102 


M. Sawada: 


TABELLE III. 


Die einzelnen Zuckerwerte nach der intravenésen Zuckerbelastung 
mit verschiedenen Zuckerarten. 
Warnes rere Zuckerwert : 
(K6rper- Zucker- aa = Hinzelner (mg %) 
gewicht) arten: (10% ‘i Zuckerwert : 
kg ie Vor! 30’| 60’ | 120} 180’) 240’ 
eem ib ; 
Nr. 259 Gesamt- 
(2.000) Glukose 20 reduktion 126 | 229 | 137 | 130] 128 | 120 
Restzucker 30) 37) 26) 30) 30) 37 
Wahrer Zucker| 96|192|)111)100) 98) 83 
256 
(2.150) Glukose 20 Gale 121 | 238 | 151 | 134 | 120 | 114 
Re 29|) 39] 35] 39] 40] 34 
W.Z 92|}199|116| 95| 80} 80 
257 
(2.070) Laevulose 20 Ga: 135 | 212 | 163 | 150 | 143 | 130 
Re Zi. 37| 37) 40] 38) 88) 37 
W. Z. 98/175|123|112|105| 93 
260 
(2.300) Laevulose 20 Gok: 135 | 245 | 186 | 154/150/129 
Re Ze 42| 42) 45] 44] 40] 41 
W. Z. 93 | 203/141|}110/110| 88 
261 
(2.000) Mannose 20 Gas 138 | 214 | 159 | 135 | 132 | 124 
ReZie 45| 70) 64] 62] 60| 44 
W. Z. 88/144) 95] 73| 72) 80 
263 
(2.450) Mannose 20 G. R. 138 | 219 | 165 | 147 | 138 | 132 
iit Wp 48| 70| 61] 48] 60] 50 
W. Z. 90/149)104| 99} 78) 82 
249 
(2.000) Galaktose 20 Gee 185 | 205 | 183 | 153 | 145 | 125 
Re Ze 45)115| 93) 61) 55| 43 
W. Z. 80) 90} 90} 92} 90; 82 
248 
(2.100) Galaktose 20 Gas 126 | 201 | 190/172 | 165 | 139 
R.Z. 48/103] 95| 82) 78) 55 
W. Z. 78| 98) 95| 90| 87| 84 
250 
(2.200) Laktose 20 Gake 127 | 194 |}173}131| 130/128 
RZ. 43/108} 89) 41] 41] 39 
W. Z. 84| 86] 84] 90] 89} 89 
255 
(2.050) Laktose 20 G. R. 138 | 257 | 194 | 161 | 146 | 141 
Re Ze 48)141| 87] 67) 55] 50 
W. Z. 90/116)107} 94) 91} 91 
252 
(2.300) Maltose 20 Gar; 132 | 248 | 189} 180 | 160 | 141 
Re Ze 47|124| 69| 57) 49) 45 
- W. Z. 85 | 124 |} 120) 123|)111| 96 
5 
(2.000) Maltose 20 GR. 120 | 196 | 145 | 134] 124|121 
R. Z. 52|120} 60] 55) 47] 44 
W. Z. 68) 76| 85| 79| 77) 77 
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3. Intravendse Doppelbelastung mit verschiedenen 
Zuckerarten. 


Ich habe nun untersucht, wie sich der Staub-Effekt nach 
intravenoser Doppelbelastung mit den oben genannten 6 Zucker- 
arten verhalt. 

Es wurden immer 30cem 10%iger Zuckerlésung intravenés 
eingespritzt. Die zweite Injektion erfolete 2 Stunden nach der 
ersten. Die Zuckerwerte wurden im Intervall von 1% Stunde 
gemessen. Das Resultat ist das folgende: Liavulose und Glukose: 
Die Zuckerkurve erreichte sowohl bei der ersten wie bei der zweiten 
Injektion $ Stunde nach Zufuhr ihren Gipfelpunkt, aber der zweite 
Gipfel war niedriger als der erste, d.h. der Staub-Effekt war in 
diesem Fall positiv (Fig. C). Bei Galaktose war der erste Hohe- 


Fig. (C) Blutzuckerkurve bei intravendser Doppelbelastung. 
Es wurden 30 ccm 10% iger Zuckerlosung im 
Intervall von 2 Stunden 2 mal eingespritzt. 


0.30 


@ — @ Glukose 
: O-~—O Laevulose 
f i * * Galaktose 


ro) 
bo 
Ou 
<—— 1. Injektion 
| 
<— 2. Injektion 


0.20 


© 0.15 


2 
ja 
S 


— > Zuckermenge in % 


Vv 30’ 60 90’ 120’ 150’ 180’ 210’ 240” 


—> Zeit in Minuten 


104 M. Sawada: 


Fig. (D) Blutzuekerkurve bei intravendser Doppelbelastung. 
Es wurden 30cem 10% iger Zuckerlosung im 
Intervall von 2 Stunden 2 mal eingespritzt. 
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punkt dagegen niedriger als der zweite, wir haben es némlich mit 
dem negativen Staub-Effekt zu tun. Bei Laktose und Maltose 
war wie bei Galaktose der zweite Gipfel hoher als der erste (nega- 
tiver Staub-Effekt), dagegen war bei Mannose der zweite Gipfel 
niedriger als der erste (positiver Staub-Effekt) (Tabelle IV). 
Zusammenfassend kann man sagen: bei Glukose, Lavulose, Mannose, 
die im einmaligen Belastungsversuch hypoglykimische Erscheinung 
hervorriefen, less sich beim Doppelbelastungsversuch positiven 
Staub-Effekt nachweisen. Dagegen war der Staub-Effekt 
negativ bei solchen Zuckerarten wie Laktose, Galaktose und 
Maltose, die nach einmaliger Belastung die hypoglykamische Er- 
scheinung vermissen liessen. 
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TABELLE IV. 
Blutzuckerwert bei intravendser Doppelbelastung. 
(Die Pfeile<— bedeuten den Zeipunkt der Zuckerzufuhr). 
pele as Wiaekor. Blutzucker % 
Gey ren Vor| 30’ | 60’ | 90’ | 120’| 150°] 180’| 210"| 240” 
1931 219 | 10% 30 cem 
10/1 (2.150)| Glukose 0.088) 0.192] (.120) 0.090} 0.079) 0.155) 0.104] 0.100) 0.090 
7/1 217 
(2.250) 3 0.099] 0.243} 0.167] 0.139] 0.090) 0.220) 0.165] 0.107) 0.097 
20/1 221 
(2.000) a 0.091! 0.264] 0.146] 0.102} 0.083) 0.230) 0.141! 0.100] 0.089 
25/III 231! 
(2.000) oS 0.113} 0.248} 0.185] 0.120] 0.110} 0.229] 0.138) 0.119} 0.100 
13/1 219 | 10% 30 cem 
(2.000)} Laevulose 0.090} 0.179] 0.134} 0.115] 0.109) 0.138) 0.113] 0.098] 0.098 
9/1 217 
(2.150) a 0.096] 0.151) 0.118] 0.109) 0.101) 0.132] 0.128) 0.115} 0.095 
23/1 221 
(2.070) 3 0.103] 0.162} 0.120} 0.110] 0.099} 0.158] 0.118] 0.083] 0.078 
28/TIT | 231 
(2.100) S 0.094 0.153] 0.128) 0.113] 0.089! 0.142) 0.105] 0.099] 0.080 
16/1 219 | 10% 30 ecm 
(1.950)| Galaktose 0.101) 0.242) 0.194| 0.155) 0.109) 0.259} 0.165] 0.134] 0.128 
12/1 217 
(2.200) A 0.110) 0.248) 0.229) 0.165) 0.133} 0.288) 0.189] 0.173] 0.143 
26/1 22 
(2.100) * 0.097} 0.194! 0.160} 0.136) 0.119} 0.216} 0.178) 0.135) 0.121 
SI/TTT |) 23% 
(2.000) a) 0.098} 0.297! 0.194] 0.166) 0.139) 0.291] 0.229] 0.178) 0.142 
15/11 225 | 10% 30 cem 
(2.000)| Laktose 0.100} 0.256) 0.207} 0.173) 0.155} 0.278] 0.195} 0.190) 0.172 
21/11 227 
(1.970) a 0.111) 0.280} 0.203} 0.188} 0.167] 0.328) 0.247] 0.191] 0.170 
2/III 229 
(2.100) Be 0.112) 0.218] 0.213] 0.166) 0.140) 0.231) 0.199} 0.153} 0.134 
13/III | 230 
(1.880) 5 0.097) 0.225] 0.168} 0.158) 0.136} 0.222) 0.182} 0.152! 0.121 
18/II 225 | 10% 30 ccm 
(1.810) Mannose 0.105) 0.187] 0.150} 0.134} 0.121) 0.180) 0.142} 0.122) 0.120 
24/11 227 
(2.000) of 0.097] 0.201) 0.154| 0.126] 0.110} 0.198] 0.145] 0.125} 0.120 
H/IIL | 229 
(1.950) % 0.095} 0.234! 0.183] 0.137| 0.108] 0.220) 0.170) 0.140} 0.120 
16/III | 230 
(1.970) BS 0.089) 0.190} 0.145] 0.124] 0.115) 0.180) 0.154| 0.120] 0.119 
21/11 225 | 10% 30 cem 
(2.000)) Maltose 0.107] 0.199] 0.171] 0.146) 0.136) 0.223) 0.162) 0.138) 0.126 
27/11 227 
(1.950) % 0.103) 0.204/ 0.214] 0.153) 0.140] 0.209] 0.170) 0.158] 0.118 
8/III 229 
(2.050) ” 0.101] 0.237) 0.215] 0.189] 0.160) 0.277) 0.220} 0.198) 0.166 
19/III | 230 
(2.250) ” 0.092] 0.217] 0.215] 0.165} 0.146) 0.225) 0.196} 0.165} 0.150 
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4. Intraperitonealer Doppelbelastungsversuch mit 
verschiedenen Zuckerarten. 

Um zu konstatieren, ob man auch bei intraperitonealer Doppel- 
belastung dasselbe Prinzip wie im vorangehenden Kapitel nach- 
weisen kann, habe ich noch das Verhalten des Staub-Effektes mit 
denselben Versuchsanordnungen untersucht. 

Bei Glukose und Liavulose erreichte die Zuckerkurve, wie aus 
Fig. E ersichtlich ist, jeweils $ Stunde nach Injektion (10%, 
30 cem) ihren Hoéhepunkt, aber der zweite Gipfel war niedriger 
als der erste, es handelt sich also um den positiven Staub-Effekt. 
Bei Galaktose wies die zweite Zuckerkurve einen hodheren Gipfel 
als die erste auf (negativer Staub-Effekt). Bei Laktose und 


Fig. (E) Blutzuckerkurve bei intraperitonealer Doppelbelastung. 
Es wurden 30 cem 10% iger Zuckerlésung im 
Intervall von 2 Stunden 2 mal eingespritzt. 
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Fig. (F) Blutzuckerkurve bei intraperitonealer Doppelbelastung. 
Es wurden 30 ccm 10% iger Zuckerlésung im 
Intervall von 2 Stunden 2 mal eingespritzt. 
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Maltose war, wie Fig. F zeigt, der Gipfel der zweiten Kurve hoher 
als der der ersten (negativer Staub-Effekt). Bei Mannose war 
dagegen der zweite Gipfel niedriger als der erste (positiver Staub- 
Effekt). (Tabelle V). 

Zusammentfassend lasst sich sagen: der Staub-Effekt war, 
wie bei der intravendsen Doppelbelastung, bei Laktose, Galaktose 
und Maltose negativ. Hierbei ist nur zu beachten, dass der Staub- 
Effekt im allgemeinen bei intraperitonealer Injektion viel deutlicher 
war als bei intravenoser Belastung. 


IV. ZuSAMMENFASSUNG. 


1. Bei einmaliger intravendser Injektion erzeugten Glukose, 
Liivulose und Mannose hypoglykaémische Erscheinung, welche bei 
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TABELLE V. 
Blutzuckerwert bei intraperitonealer Doppelbelastung. 
(Die Pfeile —» bedeuten den Zeitpunkt der Zuckerzufuhr). 
ele 7 i ; Blutzucker % 
Datum | K.G. Aroha , F 7] i , 
(kg) |  @tten | Vor| 30°} 60’ | 90’ | 120’) 150’| 180’) 210’| 240 
1931 233 | 10% 30 ccm 
25/III |(2.000) ie 0.105} 0.182} 0.147] 0.130) 0.121) 0.151] 0.140] 0.118) 0.110 
2/1V 236 
f (1.900) 3 0.099] 0.242! 0.167] 0.139] 0.103) 0.200} 0.165] 0.107) 0.099 
6/1V 238 
(2.400) FA 0.110) 0.203) 0.190} 0.163] 0.135) 0.153) 0.125) 0.120} 0.116 
10/I1V 239 
(2.050) # 0.105} 0.189} 0.161} 0.130] 0.109] 0.145) 0.130] 0.112) 0.110 
28/111 232 | 10% 30 cem 
(2.000)| Laevulose | 0.108) 0.183} 0.155} 0.134 0.116} 0.147) 0.133} 0.124} 0.115 
5/IV | 236 
(2.000) oe 0.120| 0.173] 0.159] 0.124] 0.102) 0.136] 0.130] 0.127] 0.118 
9/IV 238 
(2.350) ie 0.110} 0.186} 0.175} 0.151) 0.135) 0.147] 0.140} 0.130) 0.113 
13/1V 239 
(2.090) a 0.102} 0.172! 0.160) 0.151) 0.122) 0.161) 0.137] 0.131) 0.120 
31/III | 233 | 10% 30 cem 
(2.030)} Galaktose | 0.089! 0.176] 0.157] 0.140) 0.120} 0.207] 0.220} 0.190} 0.150 
8/IV 236 
(2.100) ay 0.081) 0.189] 0.178} 0.154) 0.148) 0.198) 0.199) 0.190) 0.170 
12/1V 238 
(2.330) 3 0.103] 0.212) 0.230] 0.195) 0.160) 0.221) 0.243) 0.190) 0.137 
16/1IV 239 
(2.120) Yr 0.110] 0.19+| 0.181) 0.152! 0.150) 0.222) 0.210) 0.200] 0.185 
25/1V | 244 | 10% 30 cem 
(2.330)} Laktose 0.100) 0.215) 0.238] 0.190] 0.161) 0.230) 0.219] 0.169! 0.160 
26/1V 245 
(2.000) o 0.101) 0.188) 0.191) 0.172) 0.151! 0.169] 0.197} 0.189} 0.155 
5/V 247 
(1.890) ss 0.112} 0.218) 0.213) 0.166) 0.140) 0.231) 0.199) 0.133] 0.100 
9/V 249 
(2.500) 0.110} 0.210} 0.216} 0.200) 0.191) 0.218) 0.220) 0.185! 0.171 
28/IV 244 | 10% 30 ccm 
(2.300) Mannose 0.037] 0.170) 0.125) 0.120) 0.117) 0.164 0.150) 0.120) 0.117 
29/1V 245 
(1.910) Fp 0.101) 0.165} 0.135) 0.130) 0.112) 0.161 0.152) 0.131! 0.120 
8/V 247 
(1.920) ys 0.125) 0.168) 0.180} 0.155} 0.150) 0.165) 0.159] 0.141) 0.121 
12/V 219 
(2.440) ” 0.115) 0.180) 0.144) 0.128] 0.120) 0.175) 0.158] 0.150] 0.109 
1/V 234 | 10% 30 eem 
| (2.370)| Maltose 0.110} 0.166) 0.136) 0.128) 0.120) 0.176) 0.170) 0.155) 0.139 
2/V 245 
(2.000) 59 0.112) 0.219} 0.240) 0.228) 0.201] 0.212) 0.220) 0.192) 0.174 
q1/V ) 247 
(1.950) An 0.105) 0.180) 0.158} 0.130) 0.112) 0.200) 0.212! 0.189} 0.150 
15/V 249 
(2.400) as 0.097) 0.190 0.159} 0.150} 0.144] 0.220) 0.202) 0.190] 0.158 
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Galaktose, Maltose, Laktose fehlt. 

2. Die hypoglykaémische Erscheinung nach Hinverleibung von 
Glukose, Lavulose und Mannose beruht auf der Verminderung des 
wahren Zuckers, was der Vergleichsversuch des gesamten Reduk- 
tionsvermégens und Restzuckers des Blutes sowie des wahren 
Zuckrs nachgewiesen hat. Dass bei Galaktose, Laktose und 
Maltose die hypoglykaémische Erscheinung fehlt, ist nicht auf die 
Verzogerung des Verschwindens der injizierten Zucker aus dem 
Blut, sondern auf das Ausbleiben der Verminderung des wahren 
Zuckers zuriickzufiihren. 

53. Bei intravenoser Doppelbelastung ist positiver Staub- 
Effekt nachgewiesen bei Glukose, Liivulose und Mannose, negativer 
bei Laktose, Galaktose und Maltose. 

Jedoch war der Effekt bei den erst genannten zwei Zucker- 
arten (Glukose und Lavulose) nicht so betrachtlich wie bei intra- 
peritonealer Injektion, und bei Mannose war er weniger deutlich 
als bei diesen 2 Hexosen. 

4. Bei intraperitonealer Doppelbelastung zeigten Glukose, 
Lavulose und Mannose positiven Staub-Effekt, wobei er bei dem 
letzteren Zucker weniger deutlich als bei den ersteren beiden war. 
Bei Laktose und Galaktose war der Effekt fast immer, und bei 
Maltose grosstenteils negativ. 

5. Glukose, Lavulose und Mannose besitzen die Fahigkeit, 
die Zuckerassimilationsvorgainge im Organismus zu befordern, aber 
Galaktose und Laktose sind in dieser Hinsicht wirkungslos. 
Betreffs Maltose kann.man nichts Sicheres sagen. 

6. Nach meiner Untersuchung ist auch zu bestatigen, dass 
Galaktose, welcher im Vergleich mit den anderen 3 Hexosen eine 
charakteristische chemische Struktur zukommt, eine Sonderstelle 
beziiglich der biologischen Higenschaften einnimmt. 

Es ist meine angenehme Pflicht, Herrn Dr. Takeda fiir seine 
stetige Anregung und Hilfe, den Herren Professoren Kakiuchi 
(Universitat zu Tokyo), Onodera und Kodama (Universitat in 
Kyushu) fiir ihre freundlichen Ratschlage und Durchsicht der 
Arbeit herzlich zu danken. 
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KEIMDRUSENAUTOLYSE UNTER DEM EINFLUSS 
DER GALLENSAURE. 


Von 


KEIZO TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut cu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(EHingegangen am 22. Oktober 1932) 


Es ist schon eine bekannte Tatsache, dass die miannlichen 
Keimdriisen und Spermien viele Nukleine enthalten, die bei der 
Autolyse viele Purine und Diaminosauren abgeben. 

Neuerdings haben viele Autoren wie Karasawa (1926-27), 
Hatakeyama (1927), Kobayashi (1928), Sekitoo (1929) und 
T. Okamura (1928) experimentell bereits nachgewiesen, dass die 
Zufuhr von Gallensaure, sowohl bei Tierversuchen als auch bei der 
Organautolyse, den Nukleinstoffwechsel fordernd beeinfiusst, und 
dass die Gallensaure die Nuklease der Leber und des Darms fordert. 
Ich (1930) habe schon berichtet, dass bei parenteraler Zufuhr von 
Cholséure im Harn des Kaninchens Diaminosduren bzw. Arginin 
und Purinbasen bzw. Xanthin ausgeschieden werden. Auf Grund 
der oben angefiihrten Resultate kommt man zu der Ansicht, dass 
die Gallenséiure die Wirkung der Purinoxydase fordert. Die ver- 
mehrte Ausscheidung des Allantoins im Harn von stauungsikteri-- 
schen Kaninchen ist ein Beweis dafiir, wie von Hatakeyama(l.c.) 
dargetan wurde. Friiher hat Karasawa (l.¢.) bei Autolyse von 
Stier- und Schweinehoden unter Zusatz von Gallensiure in einem 
Falle den Diaminosdurestickstoff vermehrt gefunden. Auch hat 
Tkoma (1928) bei Muskelautolyse unter Einfluss von Gallensaure 
die Vermehrung des Arginins beobachtet, was Argininausscheidung 
im Harne zur Folge gehabt haben diirfte. Die Ausscheidung des 
Arginins im Kaninchenharn bei Zufuhr von Gallensaure ist wohl auf 
die gesteigerte Nukleinspaltung zuriickzufiihren, weil die Wirkung 
der Arginase, die nach Mihara (1911) im Stierhoden vorkommt, 
nach Hatakeyama (1929-30) durch Cholséure gehemmt wird. 


AT 


112 K. Tanaka: 


Um diese Frage klar zu stellen, habe ich Purinbasen und Diamino- 
sduren unter Hinfluss der Cholsiure im Hodenautolysat untersucht, 
weil der Hoden bekanntlich an Nuklein reich ist. Es ist besonders 
interessant, die Hodenautolyse unter dem Einfluss der Gallensaure 
zu erforschen, weil nach Butenandt (1931) im Harn der Schwan- 
geren ein Sterin, Pregnandiol, vorkommt, das als ein Abbauprodukt 
der Gallensiure zu betrachten ist. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Der moglichst aseptisch bereitete und ausserst fein zerriebene 
frische Stierhodenbrei wurde in 2 Portionen getrennt, von denen 
die eine als Kontrolle benutzt, und die andere unter Zusatz von 
Cholséure (0.5% des gesamten Autolysats) der Autolyse unter- 
worfen wurde. Dann wurden die beiden Portionen je mit der 
doppelten Menge Wasser versetzt und unter Zusatz von Chloroform 
und Toluol in einer gut verschlossenen Flasche bei 37°C 2-8 Tage 
stehen gelassen. Das Autolysat wurde aufgekocht und koliert. 
Der Riickstand wurde 3mal mit Wasser extrahiert. Das mit 
diesem Wasser vereinigte Kolat wurde in tiblicher Weise durch 
Tannin von Hiweiss befreit und im Vakuum eingeengt. Dabei 
wurde zuerst ein bischelformiger Nadelkrystall ausgeschieden, der 
als Tyrosin erwiesen wurde. 


Analyse: 
0.2028 g Substanz verbrauchten bei Kjeldahl 11.19cem n/10H2S04 
C9H1103N Ber. 17.73%N 
Geri. 
Seine salzsaure Losung drehte das polarisierte Licht nach links. 
Tyrosingehalt: Aus 11.59 ke Stierhoden (8 Tage Autolyse) 
1) Kontrolle 2.3264 2 
2) Bei Zusatz von Cholsaure 1.9482 2 
Dieses Tyrosin wird hauptsichlich durch die Wirkung der 
Autoproteasen befreit. In 3kg ganz frischem Stierhoden wurde 
kein Tyrosin nachgewiesen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Stier- 
hodenautolyse durch Cholsiure hemmend beeinflusst wird, wie von 
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Karasawa bewiesen wurde. 

Die vom Tyrosin abfiltrierte Fliissigkeit wurde weiter im 
Vakuum eingeengt und in 5%iger schwefelsaurer Losung mit 
20% iger Phosphorwolframsaurelésung ausgefallt. Die Fallung 
wird als Basenfraktion, und das Filtrat davon als Aminosiuren- 
fraktion bezeichnet. 


I. Derr EINruuss DER CHOLSAURE AUF DIE PURINBASEN- 
SPALTUNG IM HoODENAUTOLYSAT. 
Purinbasen. 


Die Phosphorwolframsaurefallung wurde durch Baryt zerlegt. 
Aus der von Baryt befreiten Losung wurden die Purinbasen in 
tiblicher Weise mit Silbernitratlosung gefallt und in ihre Bestand- 


teile getrennt. 
a) Aus 54.18kg Stierhoden wurde 0.039 g Guanin erhalten. 


Analyse: 
0.039 g Substanz verbrauchten bei Kjeldahl 12.9cem n/10 HeSOx4 
CsH;N;O Ber. 46.36%N 
Gef. 46.31 ,, 


b) Xanthin 


Analyse: 
0.031 g Substanz verbrauchten bei Kjeldahl 8.15 cem n/10 H2SO. 


CsH4Ns02 Ber. 386.85 TN 
Gef. 36.81 ,, 


ce) Adeninptkrat 
Es briunt bei 240°C und zersetzt sich bei 280—281°C. 


d) Hypoxanthinptkrat 

Es briunt bei 200°C und zersetzt sich bei 258-260°C. 

Leichten Verstindnisses halber habe ich die Ergebnisse in 
folgende Tabelle zusammengefasst : 
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TABELLE I. 
15.5 kg Stierhoden, 2 Tage Autolyse. 


‘i Tersuch 1 
Mie Kontrolle Bei 0.5% Cholsiuregehalt 
Purinbasen 7 : 
Guanin 0.015 g 0.029 g 
Adeninpikrat 0.221 0.291 
Hypoxanthinpikrat 0.094 0.109 
Xanthin 0.043 0.058 
TABELLE II. 
11.59 kg, 8 Tage Autolyse. 
. Versuch 2 
KKontrolle Bei 0.5% Cholsiuregehalt 
Purinbasen aa 
Guanin 0.010 g 0.012 ¢ 
Adeninpikrat 0.102 0.120 
Hypoxanthinpikrat 0.150 0.172 
Xanthin 0.051 0.082 


Aus der Tabelle ergibt sich, dass im Hodenautolysat Adenin, 
Guanin, Hypoxanthin und Xanthin nachgewiesen werden, wie 
Kotake (1904) und Morinaka (1923) gezeigt haben. Was die 
Mengenverhaltnisse der Purinbasen betrifft, so wird in der Tabelle 
gezeigt, dass das Adenin und Guanin im Laufe der Autolysenzeit 
sich vermindern, wahrend das Hypoxanthin und Xanthin dagegen 
vermehrt werden. Das scheint mir darauf zu beruhen, dass bei 
langer Autolyse der Desaminierungsvorgang fortschreitet. Bei 
Zufuhr von Cholséure werden im allgemeinen alle Purinbasen bei 
2- sowie 8 tagiger Autolyse vermehrt. Weiter ist daraus ersichtlich, 
dass in kurzer Autolyse Adenin und Guanin, in langer aber Hypo- 
xanthin und Xanthin vermehrt werden. Durch dieses Experiment 
wird bewiesen, dass die Nukleinsdiurespaltung bezw. die Desami- 
nierung der Purinbasen durch Cholsaiure geférdert wird, indem 
hochstwahrcheinlich die Cholsiéure die Nuklease und Desamidase 
im Hoden fordernd beeinfiusst. 
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Il. Derr Ernruuss per CHOLSAURE AUF DIE DIAMINOSKUREN- 
SPALTUNG IM HoDENAUTOLYSAT. 


Diaminosdiuren. 


Die von Purinbasen befreite Losung wurde in iiblicher Weise 
mit Silber und Baryt gefallt, und die Fallung von Silber und 
Baryt befreit. Die im Vakuum auf etwa 200ccm eingeengte 
Losung wurde wieder mit Sublimat und Kohlensiure gefallt. Die 
aus der Fallung von Quecksilber befreite Losung wurde nach 
Kossel und Kutscher (1900/01) nochmals mit Sublimat und 
Baryt vollig gefallt. Diese Fallung muss Histidin enthalten. Aus 
der von Quecksilber und Baryt befreiten Losung wurde das 
Histidin als Pikrolonat isoliert, das bei 232°C schmilzt. Aus der 
von Histidin befreiten Losung wurde nach Kossel und Gross 
(1924) das Arginin als Flavianat gefallt, das bei 258-260°C 
sehmilzt. 


Analyse: 
4.749 me Substanz ergaben 6.875 mg COs und 1.790 mg H2O0 
Cio HgOsNeoS.CeH1s400N4 Ber. C 39.32% H 4.12% 
Ger. 39.50 ,, 4.22 ,, 

Aus der durch Silber und Baryt von Arginin und Histidin 
befreiten Lésung wurde das Lysin wieder als Phosphorwolframat 
eefallt, und aus dieser Fallung das Lysin als Pikrat isoliert, das bei 
.253°C schmilzt. 


15.59 kg Stierhoden, 2 Tage Autolyse. 


oP Tersuch 3 
eee Kontrolle Bei 0,5% Cholsiuregehalt 
Hexonbasen aa 
228 } 
Histidinpikrolonat 0.045 g 0.058 g 
Argininflavianat 0.047 0.068 
Lysinpikrat 0.098 0.102 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Hexonbasen bzw. das 
Arginin im Hodenautolysat durch Zusatz von Cholséiure vermehrt 


116 K. Tanaka. 


werden. Dies scheint mir darauf zu beruhen, dass die Spaltung 
der Eiweisskomponenten des Nukleins, d. h. Protamin und Histone, 
durch Cholsiiure geférdert wird, indem dadurch die Hexonbasen 
bzw. das Arginin im Hodenautolysat vermehrt werden. Durch 
Cholsiure scheint also die Wirkung der Protaminase nach W ald- 
schmidt-Leitz(1931) gefordert zu werden. Wenn ein Riickfluss 
der Galle bzw. der Gallensiure in die nukleinreichen Organe und 
Gewebe stattfindet, wie nimlich beim Stauungsikterus, so wird 
also hier die Spaltung der Nukleine gesteigert, und ihr Spaltungs- 
produkt, z.B. das Arginin, im Exkrete vermehrt, wie auch das 
Arginin dureh Zufuhr von Cholsiure im Kaninchenharn von 
Tanaka und Yata(l.¢c.) vermehrt gefunden wurde. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Bei der Stierhodenautolyse werden im allgemeinen dureh 
Zusatz von Cholséiure die Purinbasen bzw. Xanthin und Diamino- 
siuren baw. Arginin vermehrt, infolge der Wirkung der Cholsiiure, 
die den Nukleinstoffwechsel fordert. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE BLUTGERINNUNG. 
I. Mitteilung. 


Uber die aus der Niere erhaltene blutgerinnung- 
hemmende Substanz. 


Von 


OSAMU KASHIWAMURA. 


(Aus dem Biochem. Institut der Mediz. Akademie zu Kumamoto. 
Vorstand: Prof. 8. Kato.) 


(Hingegangen am 29. Oktober 1932) 


HKINLEITUNG. 


Howell und Holt (1918) hatten aus der Hundeleber eine 
wasserlosliche, durch Azeton niederschlagbare blutgerinnunghem- 
mende Substanz ausgezogen und sie Heparin benannt. Der 
Verfasser und Katsuki (1927) haben unter der Vermutung, 
dass diese Substanz nicht nur in der Leber, sondern auch in 
anderen Organen verbreitet sein muss, nach der Howell’schen 
Methode sie aus Milz, Niere, Lunge u.a.m. mit Erfolg extrahiert 
und klargestellt, dass die aus der Niere erhaltene Substanz die 
stirkste Wirkung zeigt. 

Danach modifizierte ich die Howell’sche Methode und gewann 
durch diese meine Methode aus der Pferdeniere die blutgerinnung- 
hemmende Substanz. Diese Substanz habe ich von verschiedenen 
Seiten aus gepriift und dadurch einige neue Erkenntnisse gewonnen. 


I. BnLurkKOAGULATION UND MEINE BLUTGERINNUNGHEMMENDE 
SupstTanz, NUCLEOPROTEID, NUCLEINSAURE. 
Kurze Beschreibung der von mir modifizierten Methode.* 
Das durch Ventilation oder durch Entwisserung mit Aceton 
getrocknete Nierenpulver wird mit dem 6fachen Volum 1%iger 


* Siehe die ausfiihrliche Mitteilung in Berichte d. biochem. Instituts d. 
med. Akademie zu Kumamoto, Vol. II. (1932). 


i eg 
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Koehsalzlésung 20 Minuten lang extrahiert, wahrend welcher Zeit 
durch Zusatz von Ammoniakwasser das Ganze alkalisch erhalten 
wird. Zwanzig Minuten danach packt man diesen Organbrei in 
feinmaschigen Schirting ein, das Ganze aufs neue in Leinwand, 
und presst es dann mittels einer Pressmaschine aus. Der erhaltene 
Presssaft braucht nicht zentrifugiert zu werden, sondern wird 
langsam mit verdiinnter Salzsiure versetzt, der entstandene 
Niederschlag filtriert und in 95%igem Methylalkohol gekocht, dann 
pulverisiert und, schwach alkalisch erhalten, mit Wasser 30 Minuten 
lang extrahiert. Die oben stehende klare Fliissigkeit wird durch 
die Zentrifuge entnommen. Zu ihr fiigt man die gleiche Menge 
von zuvor durch Salzsiure schwach angesdurertem Aceton, wodurch 
Niederschlage erzeugt werden. Diese Niederschlage werden 
gesammelt und das Aceton durch Erhitzen verjagt; dann lost man 
das Ganze, es dureh Natronlauge neutral erhaltend, in Wasser auf. 
Die unldslichen Substanzen werden abfiltriert, dann das Filtrat auf 
dem Wasserbade getrocknet und aufs neue in Wasser aufgelost. 
Diese Manipulation wird wiederholt, bis sich diese Trockensubstanz 
vollkommen in Wasser auflost. Schliesslich fiihrt man mit Alkohol 
und Ather hinreichende Extraktion aus. 

Die so erworbene Substanz hat die gleiche kraftige blut- 
gerinnunghemmende Wirkung, wie die 0,4me@ der Substanz in 
lecem Kaninchenblut, das nach 90 Minuten noch ungeronnen ist, 
besitzen. 

Otawara (1926) sagt, dass die Nucleinsiuren die Blutgerin- 
nung hemmen, Kato (1926) nimmt an, dass die Koagulations- 
hemmung des wasserigen Organextraktes von der Wirkung des 
Nucleoproteides herriihrt und friiher dusserten sich Schmidt, 
Doyon* u.a. dahin, dass die Nucleoproteide und die Nucleinsiuren 
auf das Plasma gerinnunegverzogernd wirden. 

Um zuerst die Beziehung zwischen dieser blutgerinnung- 
hemmenden Substanz und dem Nucleoproteid zu ermitteln, liess 
ich meine Untersuchung in folgender Weise vonstatten gehen: 


* Hammarsten, O. (1926): Lehrbuch der physiologischen Chemie, 249. 
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I. Uber die blutgerinnunghemmende Wirkung der 
Nucleinsiure und des Nucleoproteides. 

Mit dem Nucleoproteid der Pferdemilz* und der bei Merck 
hergestellten Hefenucleinsiure habe ich die hemmende Wirkung 
der beiden auf die Blutkoagulation nach meiner Gerinnungs- 
bestimmungsmethode** untersucht. Die dabei erhielten Resultate 
sind aus den Tabellen I, II und III ersichtlich: 


TABELLE I. 


Gerinnungszeit 


Kaninchen-Nr. 
Milznucleoproteid Kontrolle 


216 14’,19” 
132 14327 
12’,10” 


” 


> 


217 16’,20” 
14’,44” 10’,47” 
18’,05” 


218 19,58” 
15’,00” 10’,20” 
13’,50” 


219 14’,10” 
20',09” 12’,42” 
16’,46” 


TABELLE II. 


Gerinnungszeit 


Kaninchen-Nr. ; 
Milznucleoproteid Kontrolle 


218 10’,58” 
19,28” 8520” 
127,43” 


219 12’,48” 
12’,26” 12’,42” 


11’,48” 


” 


* Hawk, Ph. B. (1927): Practical physiological chemistry, 194-196. 
** Kaghiwamura u. Katsuki (1927), siehe Literaturverzeichnis, 


720 Q. Kashiwamura : 


Taneuis ITT. 
7 Gerinnungszeit 
Kaninchen- Nr. ; 
Hefenncleinsaure Kontrolle 

220 | 9,01” 

e 9°,00” 8,47" 

~ 9’,03” 
221 . 752” 

a | $19" 7,34" 

x 9°59” 


Im allen Tabellen ist die Menge der zu untersuchenden Substanz fir 
leem Blot 0.5 mg. 


Aus diesen Versuchsresultaten erkennt man, dass Nueleo- 
proteid, Nueleinsiure oder Hefenucleinsiure nur in ausserst 
geringem Grad die Blutgerinnung hemmen. Ich habe dann die 
blutgerinunghemmende Wirkung von tiber 6 Jahre in unserem 
Institute aufbewahrter Hefenucleinsiure ‘‘Merck,’’ welche die 
Farbenreaktion mit Diazobenzolsulfonsaure und Alkali positiv aus- 
fallen lasst, untersucht, wobei sich das Resultat ergab, das die 
Tabelle IV zeigt: 


Tansine ITV. ; 
. Gerinnungszeit 
Kaninchea-Nr, ; Alte | Perr. 
Hefenucleinsiure Ree 
228 10°,05” 
ee 14°53” —  10°,10” 
» 14,14” 
229 . 12°,03" + 
~~ . 14°14" 7.45" 
14°,23" = 


Aus der Tabelle ersieht man, dass auch alte Nucleinsiure, die 
die Purinkorper befreit hat, auf die Gerinnung des normalen Blutes 
nur gering hemmend wirkt. Bei der Vergleichung dieser Resultate 
mit der Wirkung meiner Blutgerinnunghemmenden Substanz zeigt 
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II. Bezehung zwischen der Nucleinsiure und der blut- 
gerinnunghemmenden Substanz aus der Niere. 


Wie oben gesagt, unterscheidet sich meine blutgerinnung- 
hemmende Substanz hinsichtlich ihres Gerinnunghemmungs- 
vermogens erheblich von Nucleoproteiden und Nucleinsduren. 
Dass sich meiner Substanz bei ihrer Darstellung Nucleoproteide 
oder Nucleinsauren beimischen konnen, ist méglich, da ihnen die 
Higenschaft, sich durch Aceton oder Saéure niederzuschlagen, 
gemeinschaftlch ist. Die Substanz wird also bis zu einem gewissen 
Grade mit den Higenschaften von Nucleoproteid oder Nucleinsdure 
versehen sein konnen. Wenn man aber 1 g meiner blutgerinnung- 
hemmenden Substanz mit 3 g konz. Schwefelsdure versetzt, auf dem 
Wasserbade 14 Stunden lang erhitzt, durch Bariumzusatz neutrali- 
siert und an der wasserloslichen Substanz Diazobenzolsulfonsaure- 
reaktion ausfiihrte, so fiel diese ganz negativ aus, woraus folgt, 
dass die betreffende Substanz Purinbasen oder Pyrimidinbasen 
nicht enthalt. Ausserdem fiel auch die sich auf die Pentose, einen 
Bestandteil der Nucleinsdure, beziehende Reaktion von Bial(1903) 
und Neumann (1904) negativ aus, sowie ebenfalls die ausgefiihrte 
Fehlingsche Reduktionsreaktion. Nach diesen Versuchsresultaten 
ist es wohl sichergestellt, dass meine blutgerinnunghemmende 
Substanz mit Nucleoproteid, Nucleinséure oder deren Abbaustoffen 
nicht vermengt ist. 

Dass die blutgerinnunghemmende Substanz aus der Leber die 
Collodiummembran nicht passieren kann, hat schon Kashiwa- 
mura (1926) erwahnt; von der aus der Niere erhaltenen Substanz 
gilt dies ebenfalls. Sie zeigte die Reaktion auf Stickstoff, aber 
nicht die Biuret-, Millonsche, Xanthoprotein- und Hopkins- 
Cole’sche Reaktion. 


Il. Diz BLUTGERINNUNGHEMMENDE SUBSTANZ UND DIE 
GLYKURONSAURE, SOWIE DIE GEPAARTE 
GLYKURONSAURE. 


Nach den weiteren Untersuchungen von Howell (1928) 


122 O. Kashiwamura: 


enthalt das Heparin weder Stickstoff noch Phosphor, aber Kalk, ist 
mit Schwefelsiureradikal versehen und zeigt glykosidartige Kon- 
stitution. Nach der Hydrolyse zeigt es die Farbenreaktion der 
Glykuronsiiure, enthalt also gebundene Glykuronsaure. Die Gly- 
kuronsiure an sich wirkt nicht gerinnunghemmend, soll aber auf 
250°C erhitzt das Vermégen bekommen, deutlich die Koagulation 
zu hemmen. Ich habe auch bei der von mir der Niere ausgezogenen 
gerinnunghemmenden Substanz die Glykuronsaurereaktion, wenn 
auch schwach, beobachtet. Die Relation zwischen der betreffenden 
Substanz und der Glykuronséure wurde also zu einer interessanten 
Frage. 


I. Beziehung zwischen der Glykuronsdurereaktion, welche 
die aus den verschiedenen Organen erhaltenen blut- 
gerinnunghemmenden Substanzen geben, und der 
Starke des Blutgerinnunghemmungsvermogens. 


Die blutgerinnunghemmenden Substanzen, die ich und 
Katsuki (1927) aus verschiedenen Organen extrahiert haben, 
sind der Verschiedenheit der Organe entsprechend auch im 
Gerinnunghemmungsvermogen unterschieden; dieses wird in der 
Reihenfolge Niere, Milz, Lunge und Leber schwacher. Diese blut- 
gerinnunghemmenden Substanzen habe ich auf ihre Glykuronsaure- 
reaktion geprift, wobei sich immer ein positives Resultat ergab. 
Wenn wir nun vorlaufig annehmen, die blutgerinnunghemmende 
Substanz enthielte Glykuronsadure, so miisste die Farbenreaktion 
der Glykuronsaure zu der Starke des Koagulationshemmungsver- 
mogens in geradem Verhaltnis stehen. Also habe ich von meinen 
aus Niere, Milz, Lunge und. Leber gewonnenen blutgerinnung- 
hemmenden Substanzen je eine 0.1%ige wisserige Loésung her- 
gestellt und diese Losungen unter ganz gleichen Bedingungen auf 
ihre verschiedenen Glykuronsiurereaktions gepriift, was ergab, 
dass diese Reaktion vielmehr bei der aus der Niere erhaltenen 
Substanz mit dem starksten Gerinnunghemmungsvermégen am 
schwachsten ausfiel. Daraus folgt, dass meine blutgerinnung- 
hemmende Substanz zu der Glykuronsiure in keiner Beziehung zu 
stehen scheint. Ich setzte nun meine Versuche in der Richtung 
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auf die Frage, ob der Glykuronsiure eine Gerinnungshemmungs- 
wirkung zukommt oder nicht, fort. 


IT. Blutgerinnunghemmende Wirkung der Glykuron- 
saure und des Glykurons. 

Nach Neuberg und Lachmann (1910) habe ich aus dem 
Harn eines Kaninchens dem man eine Mentholaufschwemmung 
per os gegeben hatte, Glykuronsaure und Glykuron dargestellt, von 
beiden je 0.5 mg mit 1 cem Blut gemischt und auf das Gerinnungs- 
hemmungsvermogen gepriift, was ergab, dass die beiden Verbin- 
dungen ausserst schwach gerinnunghemmend wirken (Tabelle V). 


TABELLE V. 
Gerinnungszeit 
Kaninchen-Nr. 
Glykuronsaure Glykuron Kontrolle 

2217 tesa 14’,10” 

a TOGO GEE fis 

¢ 23",17” 15’,24” ee 

% 20583 11652074 
228 26’,36” 15’,02” 

5 20',45” 19’,37” ata 

: 257,45" 21,14” 19’,03 

” 297538” 227,507 


Menge der zu untersuchenden Substanz fiir 1cem Blut 0.5 mg. 


Der Grad dieser Wirkung ist zwar von dem meiner blut- 
gerinnunghemmenden Substanz riesig verschieden, doch unter- 
scheidet sich dieses Resultat von der Tatsache, dass nach Howell 
(1928) die Glykuronsiure gar nicht blutgerinnunghemmend wirkt. 


III. Uber die blutgerinnunghemmende Wirkung 
der auf 250° erhitzten Glykuronsaure. 

Nach Howell soll, wie oben besprochen, die Glykuronsaure 
an sich keine Blutgerinnungshemmung bewirken, dieselbe aber 
herbeifiihren, nachdem sie auf 250° erhitzt worden ist. Um das 
durch Nachpriifung festzustellen, habe ich die oben beschriebene 
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Glykuronsiure in zwei Teile geteilt, jeden in ein Glasrohr hinein- 
getan und das eine verschlossen, das andere nicht. Beide brachte 
ich in ein Paraffinbad, dessen Temperatur allmahlich auf 250° 
erhéht und so 1 Stunde erhalten wurde, wodurch ich eine koksartig 
aussehende Substanz gewann. Aus dieser extrahierte ich den 
wasserléslchen Teil. Er wog bei dem verschlossen erhitzten Rohr 
0.074 ¢ (vor dem Erhitzen 0.308 g) und bei dem nicht verschlossen 
erhitzten 0.023 2 (vor dem Erhitzen 0.127 ¢). Diese beiden Sub- 
stanzen wurden auf ihr Koagulationshemmungsvermégen gepriift. 
Die Resultate sind in den Tabellen VI und VII veranschaulicht : 


TABELLE VI. 


Gerinnunegszeit 
KKaninchen-Nr. 
Verschlossenes Rohr Kontrolle 

504 13’,39” 

= HORA 

6 a pee Ma ie 127,36” 

“A BY 

or 14’,34” 
505 14’,49” 

A ise ey 

- 10’,41” eae 

bs 11’,06” 

ss 12’,49” 


Menge der zu untersuchenden Substanz fiir 1 ecm Blut 0.5 mg. 


TABELLE VII. 


Gerinnungszeit 
Kaninchen-Nr. Nicht verschlossenes K 1 
Rohr “ ontrolle 
229 13',45” 
“s, 13’,50” 
5 13’,40” OAD 02 
5 137467 
. 13,46” 
230 187,35” 
% Pa a 
” 16’,05” 1305” 
9 10’,34” 
9 V3 5e 


Menge der zu untersuchenden Substanz fiir 1 cem Blut 0.5 mg. 
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Also stimmen meine Versuchsresultate nicht mit denen von 
Howell iiberein. Die Glykuronsiiure wirkte auch nach dem 
Erhitzen auf 250° nicht blutgerinnunghemmend. 


IV. Meine blutgerinnunghemmende Substanz 
und die gebundene Glykuronsiure. 

Wie schon oben erwahnt, sagte Howell, dass das Heparin im 
Wesen eine gebundene Glykuronsadure von der Glykosidform darzu- 
stellen scheint, welehe Schwefel in Form der Schwefelsiure und 
Kalk enthalt. Um diese Verhiltnisse zu studieren, léste ich 50 mg 
der aus der Niere erhaltenen blutgerinnunghemmenden Substanz 
in 10 cem Wasser und brachte das Ganze mit 2 cem Schwefelsdure, 
10 cem Alkohol und 20 cem Ather in einen Scheidetrichter hinein, 
extrahierte 30-40 Minuten lang stark schiittelnd, und trennte die 
Atheralkoholschicht ab. Dann neutralisierte ich die Mutterlauge 
(wasserige Losung der blutgerinnunghemmenden Substanz) mit 
verdtinnter Natronlauge, less sie verdampfen, bis der Weingeist- 
geruch verschwand, erganzte das Wasser und fiillte zu 10 cem auf. 
Die Extraktion wurde wie die vorige zweimal wiederholt. Die 
Atheralkoholschicht und die Mutterlauge wurden einzeln zum Ver- 
dampfen gebracht und getrocknet, einzeln in einer kleinen Menge 
Wasser aufgeldst, in den Collodiumsack getan und 10 Stunden 
lang dialysiert. Beide wasserigen Loésungen wurden dann getrock- 
net. Es betrug der in Ather geléste Teil 1.3 mg und der darin 
nicht geléste 42.1mg. Jeden léste ich wieder in 1.6 ccm Wasser, 
setzte 0.02 cem dieser Lésung zu 1 cem Blut hinzu und untersuchte 
auf das Gerinnungshemmungsvermogen (in diesem Falle wird die 
Menge der blutgerinnunghemmenden Substanz fiir 1ecm Blut zu 
0.5mg). Das erielte Resultat ist aus der Tabelle VIII ersicht- 
lich: nachdem ich moglichst die gebundene Glykuronséure entfernt 
hatte, wirkte meine blutgerinnunghemmende Substanz wie zuvor 
stark auf die Blutkoagulationshemmung, aber der Teil, der sich in 
Atheralkohol lost und nach der Lésung in Wasser die fur Glykuron- 
siure charakteristische Reaktion zeigt, wirkt auf die Blutgerinnung 
nicht hemmend, sondern, wenn auch schwach, vielmehr befordernd. 
Ich nahm andererseits eine bestimmte Menge der aus Niere, Milz, 
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TABELLE VIII. 


Gerinnungszeit 
Heachen Nery ta attver \ikotor eee Acther-Alkohol uae 
losliche Substanz | unldslicher Teil 
231 8725" i 
” 9,24” nach 60 Minuten 10’.15" 
9 10’,19” noch ungeronnen pot 
” 9’,55” 
es a hee 
232 1408/7 
” 9’,04” ie 
” (pe Le 11 15’ 
HOGtes 
” J 


Lunge und Leber erhaltenen blutgerinnunghemmenden Substanz, 
zog nach der oben beschriebenen Methode unter ganz gleichen 
Bedingungen die gebundene Glykuronsdéure aus und fiihrte nach 
der Losung in Wasser die fiir Glykuronsaure characteristiche Reak- 
tion aus. Die Reaktion fiel bei der Substanz aus der Leber, die 
gegentiber den anderen Organen das geringste Blutgerinnungs- 
hemmungsvermogen hat, am stirksten, bei einer solechn aus der 
Niere, mit dem starksten Gerinnungshemmungsvermogen, am 
schwachsten aus. Diese Resultate fiihren zu dem Gedanken, dass 
meine aus der Niere erhaltene blutgerinnunghemmende Substanz 
im Wesen mit der Glykuronsaure nicht zusammenhangt. 


IlJ. User pir KAaTAPHORESE DER BLUTGERINNUNG- 
HEMMENDEN SUBSTANZ. 


Die aus der Niere extrahierte blutgerinnunghemmende 
Substanz enthalt Stickstoff, Phosphor, Kalzium und Schwefel. Ich 
wollte nun die Beziehung zwischen diesen Elementen und dem 
Wesen der blutgerinnunghemmenden Substanz ermitteln, indem 
ich untersuchte, ob man bei der Kataphorese die mit der Gerin- 
nungshemmung zusammenhangende aktive Substanz allein nach 
-dem einen Pol verlegen kann. 


Es wurde eine 5%ige Lésung der blutgerinnunghemmenden 
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Substanz gebraucht. Der elektrische Strom betrug anfanes um 
0.2mA herum und nach 4-5 Stunden 0.05mA; danach er wurde 
nicht verandert. Ich nahm die Flissigkeit an beiden Polen, liess sie 
verdampfen und trocknete. Dadurch erhielt ich vom Anodenteil 
eine Substanz, die gelbbraun gefarbt, amorph, fischschuppenférmig 
war, und vom Kathodenteil eine weisse, kristallinischen Substanz. 
Diese Substanzen brachte ich in einen Collodiumsack und unterwarf 
sie der Dialyse, bis die Chlorreaktion negativ wurde. Danach 
wurden sie auf dem Wasserbade getrocknet und dann gewogen. 
Die Menge jeder Substanz ist aus der Tabelle IX ersichtlich: 


TABELLE IX. 


Menge der zur = 
: Nach Nach 
epee Kataphorese = 
Experiment cae der Anode verlegte |der Kathode verlegte 
verwendeten Aisneers M ; 
Sabaiacee es Menge in g Menge in g 
iL 0,05 0,0170 0,0014 
0,20 0,0564 0,0146 
0,50 0,1346 0,0072 


Dann wurden die Substanzen auf ihr Blutgerinnungs- 
hemmungsvermoégen untersucht, wobei sich, wie aus der Tabelle X 
ersichtlich, ergab, dass die nach der Anode verlegte Portion stark 
gerinnunghemmend wirkt, aber die nach der Kathode verlegte gar 
nicht. 

Die elektrische Verlegung der  blutgerinnunghemmenden 
Substanz nach der Anode hin war also bewiesen. 

Der nach der Anode verlegte stark gerinnunghemmend wir- 
kende Teil zeigt nun die Phosphor- und Schwefelreaktion, aber 
nicht die Stickstoff- und Kalziumreaktion. Daraus erhellt also, dass 
meine aus der Niere erhaltene blutgerinnunghemmende Substanz 
von Stickstoff und Kalk unabhdangig ist. 


ZUSAMMENFASSUNG. 
1. Nach der Literatur und nach meinen Untersuchungen 
hemmen die Nucleoproteide und die Nucleinsduren die Blutkoagula- 
tion mehr oder minder. Aber diese Wirkung ist im Vergleich mit 
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TABELLE X. 


Gerinnungszeit 
grees to Nach der Anode | Nach der Kathode Kontrouls 
verlegte Substanz | verlegte Substanz 
611 45’,00” 147,54” ia 
35 58’,00” 16’,10” : 
612 Osea 9°52” ; 
Fee O20 
oF 29',55” TOON 
613 287,39” 139% inet 
of Sle Oia iyi” : 
614 54’,00” 19’,50” : 
DNs Dey 20',39” 
27’,08 22',36 
615 Bowloe UBy-BYay” ree 
” By tay he WAZA O us ‘ 
616 47,47” 6,30” Sia 
” 50’,09” 8,55” ; 
617 487,43” 8,30” 
, ; 6’,20” 
” 47’ ,58” 9,10” 


der einer von mir aus der Niere gewonnenen blutgerinnung- 
hemmenden Substanz dusserst schwach. Die Diazobenzolsulfon- 
saurereaktion fallt an meiner blutgerinnunghemmenden Substanz 
negativ aus, die Pentosereaktion ebenfalls. ‘‘Die Substanz’’ zeigt 
die Biuret-, Millonsche, Xanthoprotein- und Hopkins-Colesche 
oder die Fehlingsche, Bialsche und Neumannsche u.a. Reak- 
tionen nicht, steht also zu Nucleoproteiden, Nucleinséuren und 
deren Abbauprodukten in keiner Relation. Kato schliesst seine 
Abhandlung mit den Worten, dass das Wesen des blutgerinnung- 
hemmend wirkenden Bestandteiles des fliissigen Organextraktes das 
Nucleoproteid sein muss, aber ich glaube, dass dieser Schluss 
voreilig ist. 

2. Meine aus der Niere erhaltene blutgerinnunghemmende 
Substanz gibt zwar eine schwache Glykuronsiurereaktion, aber die 
Starke dieser Reaktion ist dem Gerinnungshemmungsvermégen 
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nicht proportional, z. B. die Substanz aus der Niere, die das stiirkste 
Gerinnungshemmungsvermégen hat, zeigt die schwachste Farben- 
reaktion. Auf Grund dieser Punkte ist die Beziehung zwischen 
meiner aus der Niere gewonnenen blutgerinnunghemmenden 
Substanz und der Glykuronsdure zu negieren. 

3. Howell dussert sich dahin, dass die Glykuronsiure (die 
aus Purree erhaltene) an sich keine Blutgerinnungshemmung her- 
beiftihrt, diese aber nach der Erhitzung auf 250° zeigt. Nach 
Versuch weist aber die Glykuronsiure, wenn auch schwach, das 
betreffende Vermogen auf, welche Eigenschaft auch beim Erhitzen 
auf 250° nicht verandert wird. 

4. Meine blutgerinnunghemmende Substanz zeigt die Higen- 
schaften der gebundenen Glykuronsiure, jedoch steht der Grad der 
Glykuronsaurefarbenreaktion zum Gerinnungshemmungsvermégen 
nicht im geraden Verhaltnis. Auch der Anteil, der aus meiner aus 
der Niere erhaltenen blutgerinnunghemmenden Substanz isoliert 
wurde und die Higenschaften der gebundenen Glykuronsaure zeigt, 
wirkt keineswegs blutgerinnunghemmend. Auf Grund der beiden 
Tatsachen moéchte ich betonen, dass es nicht richtig ist, das Wesen 
der blutgerinnunghemmenden Substanz als gebundene Glykuron- 
sdure zubestimmen. Aber nach Howell kann 1 mg raffinierten 
Heparins 100 cem Menschenblut ungerinnbar machen; das Heparin 
ist also in diesem Vermogen meiner aus der Niere erhaltenen blut- 
gerinnunghemmenden Substanz weit iiberlegen. Es ist daher meines 
Erachtens notwendig, dass man noch nach dem Howell’schen 
Verfahren meine blutgerinnunghemmende Substanz raffiniert und 
dann exakte Priifungen anstellt, um die Frage zu losen, ob meine 
aus der Niere erhaltene blutgerinnunghemmende Substanz im 
Wesen gebundene Glykuronsiure ist oder nicht. Die Aufklarung 
dieses Punktes bleibt einer zukiinftigen Untersuchung vorbehalten. 

5. Meine aus der Niere gewonnene blutgerinnunghemmende 
Substanz richtet sich in wasseriger Losung bei der Kataphorese 
nach der Anode; die nach der Anode verlegte Portion enthalt 
keinen Stickstoff und keinen Kalk. Durch 0.2 mg der betreffenden 
Substanz kann 1 cem Kaninchenblut bei 30° 30 Minuten lang flussig 


erhalten werden. 
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The isolation and purification of xanthine oxidase was already 
described by many investigators. The method of Dixon and 
Kodama (1926) gives very active preparation, which is, however, 
rashly inactivated in the presence of air. For the further study 
of the kineties of this ferment more stable and active enzym pre- 
paration is desirable. After many trials the author met with 
success in getting an active preparation in a simple manner from 
milk fat. Dixon and Thurlow (1924) noticed that upon removal 
of fat from milk by centrifuging there was a marked fall in the 
activity of the xanthine oxidase. Addition of fat restores the ac- 
tivity. They believed that this effect of fat might be ascribed to the 
eatalytie action of the large surface presented by the fat globules. 

It was, however, noticed by the author in the course of the 
experiment, that diminution of the enzym activity by removing 
fat from milk was due not only to the diminution of surface, but 
also to the actual decrease in the contents of ferment by absorption 
on the surface of fat molecules. It can be well demonstrated, 
therefore, that the milk cream itself, suspended in water, reduces 
methylene blue very quickly in the presence of hypoxanthine. The 
eream did not lose its activity by washing in water repeatedly, 
showing that the ferment was absorbed almost on the surface. 

But when we added ether to the cream, which was rendered 
as free as possible from the adhering water, the fat dissolved away 
into ether and the white substance remained as residue, which was 
made into powder easily by drying in a vacuum desiccator. 

The yield was about 0,15 g from 100 ce. of milk. 
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This preparation was extremely powerful and stable. 1.0 mg 
dissolved in 1.0 ce. of phosphate buffer (pH 7.3), could decolourize 
1.0 ce. of M/500 methyleneblue in 2 minutes in the presence of 
0.2mg of hypoxanthine. Aldehyd could serve as donator to this 
ferment preparation as well. Further purification by Willstat- 
ter’s absorption method was tried, but without success. 


The Stability of the Ferment. 


This ferment preparation readily dissolves in water, giving a 
somewhat milky opalescent solution. In this state the activity 
soon deteriorates. But when kept in powder form in the absence 
of oxygen, the activity is maintained fairly well, as is demonstrated 
in the following experiment. The same sample of the ferment was 
divided into two parts, one of which was kept in a bottle exposed 
to air and another in a vacuum desiccator. The activity was tested 
with 1 meg of this preparation. Namely this amount was dissolved 
in 1.0 ce. of phosphate buffer (pH 8.0) in the Thunberg tube, 
with 1.0 ce. of M/5000 methylene blue and 1.0 ce. of hypoxanthine 
solution containing 0.2mg hypoxanthine added. After being 
evacuated, the tube was placed in the thermostat kept at 37°C and 
the time required for complete decoloration was measured. The 
results are illustrated in the following diagram, where the 
ordinate represents the decoloration time and the abscissa, the 
days it was stored. 


Fig. 1. Stability of xanthine oxidase. 
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The protein content of this isolated ferment is very small. 
With 0.1% solution, the sulfosalicylic acid reaction was negative. 
A slight turbidity appeared when the ferment concentration was 
raised to 1.0%. But the total-N content is 5.1%. Other nitro- 
genous substances besides protein may be responsible for this. 

Uric acid test with Folin and Denis reagent is negative, but 
the phenol reaction is positive even with 0.1% solution of this 
ferment. Fe-content was 3.35 mg% which was determined by the 
Kennedy’s method (1927). This is fairly high, suggesting some 
fundamental significance in the ferment activity. The total phos- 
phor content was 0.653%, which was determined by Fiske and 
Subbarow (1929). 


SUMMARY. 


An active xanthine oxidase was isolated from milk cream. 
This ferment is fairly stable in the absence of air. 

3. The Fe content of this ferment is fairly large. 

I wish to exprsss my hearty thanks to professor Dr. K. 
Kodama for his continual interest during this work and for much 


bo 


helpful advice. 
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und Reduktionsvermégens in den Geweben des 
Hiihnerembryos. 


Von 


SAKAE KAGIYAMA. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit zu Nagasaki. 


Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Hingegangen am 4, November 1932) 


KINLEITUNG. 


In meinen fritheren Mitteilungen berichtete ich iiber die 
geschlechtlichen Unterschiede des Oxydoreduktionsvermogens in den 
Geweben einiger erwachsener Saugetiere sowie junger Kaninchen 
unter Anwendung der Indophenoloxydasereaktion, der Ahlgren- 
schen, der Warburgschen und der Kodamaschen Methode. Ich 
stellte dabei fest, dass das Oxydationsvermégen beim mannlichen 
Tier starker als beim weiblichen ist, wahrend das Reduktions- 
vermogen sich umgekehrt verhalt. 

EHingehende Untersuchungen tiber das Oxydations- und Reduk- 
tionsferment des Hies oder des Embryos sind schon von vielen 
Forsehern angestellt worden. In bezug auf Arthropoden unter- 
suchten Verne u. Toumanov die Tyrosinase, Hasebroek die 
Dopaoxydase und Tyrosinase, und weiter Kobert, Zieger, Burge 
u. Burge, Bodine u.a. die Catalase. In bezug auf Mollusken 
findet man Mitteilungen von Prenant tiber die Peroxydase, von 
Zieger iiber die Catalase. In bezug auf Echinodermen studierten 
Herwerden die Indophenoloxydase, Kobert, Lyon u. Terry, 
Amberg u. Winternitz, Steche u. Waentig u.a. die Catalase. 
Beziiglich der Fische wurden Versuche tiber die Indophenoloxydase 
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von Brunelli, solehe iiber die Catalase von Sammartino u. 
Pettinelli, Amberg u. Winternitz angestellt. Beztiglch der 
Amphibien arbeitete Voss iiber die Indophenoloxydase, Ostwald 
iiber die Catalase u. Peroxydase, Herlitzka iiber die Indophenol- 
oxydase, Peroxydase, Catalase u.a.. Sammartino u. Pettinelli 
gaben den allmihlichen Anstieg der Catalasenkurve in der embryo- 
nalen Periode an. Die Catalase des Embryos des Meerschweinchens 
wurde von Batelli u. Stern, die des Schweins von Mendel u. 
Leavenworth, und die Oxydase des Schweineembryos von 
Buxton u. Schaffer studiert. 

Tokue wies die Peroxydase im Blut des 6 Monate alten 
Menschenembryos nach, Nicolet die Indophenoloxydase im Blut 
und in der Leber, und Grossi die Catalase in verschiedenen 
Geweben. 

In bezug auf den Hiihnerembryo stellte Herlitzka die 
Peroxydase u. die Catalase fest, und auch Rogers u. Winternitz 
und Rullmann bemerkten die Catalase. Tallarico zeigte, dass 
die Catalase im Verlauf der Bebriitung zunimmt, was auch 
Engelhardt u. Vaehner bemerkten, wahrend Abelous u. Aloy 
auch eine allmahliche Verstirkung des Reduktionsvermégens 
fanden. Friedheim machte dazu Versuche iiber das Oxydo- 
reduktionspotential(rH). Gondo bestimmte die Dopaoxydase- 
und Indophenoloxydasereaktion im Amnion und im Herzen des 
Huthnerembryos und behauptete, dass die Dopaoxydase am 10ten 
u. llten Bruttage am starksten im Amnion ist, wahrend die Granula 
der Indophenoloxydase am Anfang der Bebriitung itiberall gleich- 
artig im Herzen liegen, danach aber mit dem Verlauf der Ent- 
wicklung abnehmen. Leier hat er die Menge der Indophenol- 
oxydasegranula nicht quantitativ bestimmt. 

Zum Studium des Gaswechsels des Hiihnerembryos sind zahl- 
reiche interessante Forschungen verdffentlicht worden (Pott u. 
Preyer, Bohr u. Hasselbaleh, Krogh, Tangl u. Mitueh, 
Brandes, Fukahori u.a.). Vor allem bemerkten Bohr u. 
Hasselbalch, dass die Kurven der Sauerstoffaufnahme und der 
Kohlensaiureabgabe von fast gleicher Gestalt sind und mit den 
Kurven des steigenden Korpergewichtes fast iibereinstimmen 
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(besonders im Verlauf nach dem 9ten Bruttage); ferner dass sie 
nach allmahlichem Anstieg vom 2ten bis zum 17ten Bruttage einen 
Stillstand zeigen, und dass der respiratorische Quotient fast im 
ganzen Verlauf unter 0.75 ist. Fukahori hat aufgeklirt, dass die 
Kurven des Sauerstoffverbrauches und der Kohlensaureabgabe fast 
gleichartig verlaufen und ohne den von Bohr u. Hasselbalch 
angegebenen Stillstand bis zum 2lten Tage geradlinig ansteigen, 
und dass der respiratorische Quotient etwa 0.65 ist. 

Uber die Zunahme des Korpergewichtes des Hiihnerembryos 
bei der Bebriitung haben Hasselbalch, Welcker u. Brandt, 
Minot, Murray, Needham, Hanan, Byerly u.a. ausfiihrlich 
berichtet. Nach ihren Ergebnissen steigt die Kurve des zunehmen- 
den Korpergewichtes des Embryos bis zum etwa 6ten Tage sehr 
allmahlich an, vom etwa 6ten bis zum 1lten wird sie steiler und 
vom etwa llten bis zum letzten Bruttage noch steiler, bleibt daher 
die ganze Zeit convex gegen die Abszissenlinie. 

Uber das Oxydations- und Reduktionsferment, den Gaswechsel, 
das Korpergewicht des Embryos sind also zahlreiche eingehende 
Untersuchungen angestellt worden; leider gibt es aber—soweit die 
Literatur mir zuganglich ist—fast keine Forschungen, die sich auf 
die geschlechtlichen Unterschiede des Oxydations- und Reduktions- 
vermoégens oder Korpergewichtes beziehen. Davon ausgehend habe 
ich die geschlechtlichen Unterschiede die Oxydoreduktionsver- 
mogens mittels der MIndophenoloxydasereaktion (Vernonsche 
Methode) sowie der Entfarbungsreaktion auf Methylenblau 
(Ahlgrensche Methode) und die geschlechtlichen Unterschiede 
des Kérpergewichtes bei der Bebriitung des Hiihnereies studiert. 


VERSUCHSMETHODIK. 


Als Versuchsmaterial bediente ich mich méglichst gleich 
grosser, von unter gleichen Bedingungen ernahrten Hennen frisch 
gelegter Hier, und liess diese Hier eine bestimmte Frist im Brut- 
schrank stehen. Zu den Versuchen wurden Herzen und Gehirne 
verwendet, die von eine bestimmte Anzahl Tage lang bebriteten 
Hiihnereiern herriihrten. Die Versuche iiber das Herz wurden 
vom 13ten Bruttage an ausgefiihrt, weil dieses Organ vorher fur 
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meine Untersuchungen zu klein war. Vom Sten bis zum 7ten 
Bruttage untersuchte ich ohne Beriicksichtigung des Geschlechtes 
das Verhalten des Oxydoreduktionsvermogens von griindlich zer- 
riebenen und vermischten ganzen Kérpern, wegen der Schwierigkeit 
der makroskopischen Beurteilung der geschlechtlichen Differen- 
zierung und der Schwierigkeit der Exstirpierung des Gehirns und 
Herzens. Zur Bestimmung des Oxydations und Reduktions- 
vermégens wurden die in meiner ersten Mitteilung ausfiihrlich 
beschriebenen Verfahren von Vernon und von Ahlgren benutzt. 
Man versteht unter dem Oxydationsvermégen in den Tabellen das 
Verhaltnis der Konzentration derjenigen Fliissigkeit, die man 
durch alkoholisches Extrahieren vom durch Indophenolreagens 
hervorgerufenen Indophenolblau bekommt, zu der der Kontroll- 
losung. Das Reduktionsvermogen in den Tabellen ist als die Ziffer 
der Entfirbungszeit des Methylenblaus aufzufassen. Deshalb 
entspricht beim Oxydationsvermogen die groéssere Zahl einem 
starkeren Oxydationsmogen, wihrend beim Reduktionsvermégen 
das Verhaltnis umgekehrt ist. 


V ERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Oxydoreduktionsvermogen 1m 5-8 Tage lang bebriiteten 
Hithnerembryo. 

Das Oxydationsvermogen im 6 Tage-Embryo scheint betricht- 
lich starker als das im 5 Tage-Embryo, und etwas schwicher als 
das im 7 Tage-Embryo zu sein. Das Reduktionsvermégen im 6 
Tage-Embryo ist gleichstark wie am 5ten Tage und_ etwas 
schwacher als am 7ten. Das Oxydationsvermégen des Gehirns 
im 8 Tage-Embryo ist fast so stark wie das des ganzen Korpers im 
7 Tage-Embryo, wahrend das Reduktionsvermégen des Gehirns am 
8. Tage auffallend starker als das des ganzen Kérpers am 7. Tage 
ist. Das Korpergewicht steigt mit den Bruttagen ganz allmahlich 
an. 


B. Oxydoreduktionsvermégen im 9-12 Tage lang bebriiteten 
Hiihnerembryo. 


In dieser Brutperiode zeigte das Oxydationsvermégen eine 
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TABELLE I. (a) 
Oxydationsvermégen des Hiihnerembryos 
B-Tage = Bebriitungstage 
K-Gewicht = Ké6rpergewicht 
Oxyd.-Vermégen = Oxydationsvermégen 
V-Zahl= Versuchszahl 


B-Tage : K-Gewicht (g) Organ Oxyd.-Vermogen V-Zahl 
{5 0.2 ganz. Korper 1.3 4 
6 0.4 F 1.6 L7 4 
6 0.4 35 ey 4 
7 0.7 a 1.6 3 
7 0.8 a 21 oe 3 
8 1.2 Gehirn 2.0 10 
TABELLE I. 


(b). Oxydationsvermogen des Hiihnerembryos. 


Korpergewicht(g) Herz Gehirn V-Zahl 
B-Tage 

S 2. S 2. S 2 S| & 

9 1.4 15 21 190) 4,7 
10 21 22 22 ae wl ote hea 
rf 3.2 32 23 3) 184 oe 
12 4.2 3.6 23 oo) Worley 
13 6.4 6.0 71 6.9 24 Sle Pao 
14 8.6 7.6 74 6.9 3.4 Soe) 10 
15 | 99 10.2 6.3 6.2 3.5 4.0 B15 
is | opt 96 a 9.5 a ot oH 5.8 ao ae a Peal Tei A 
16/142 13.1 8.3 7.2 4.9 4.9 aie 
16 13.31 14.4/12.81 12.8 7a 7.9 6.7 71 13} 4.5 2} 43| 6| 6 
16 |15.8 12.5 7.9 75 3.9 3.7 7| 7 
a7 G4 161 8.7 8.2 4.7 4.6 es 
17 ut 15.3 15.0} 15.3 87} 8.4 so} 1.7 9} 4.7 a} 43) 3) 9 
17 |14.8 14.8 77 7.0 4.5 45 416 
1s | 18.0 19.1 115 10.0 5.4 4.7 6| 5 
18 20.0 19.7 22.1} 20.4 10.3 10.8 oa 9.7 a 6.1 oa} 5.6; 61 3 
18/201 20.0 10.5 10.0 = = tt lee 
19 |28.8 26.6 12.3 11.8 71 5.7} 2} 9 
19 a 205 oo ee io} seal 1} 10.5] gg} 70) 735 84] 7] 4 
20 | 28.6 25.9) ono {121 105) 2169 6.6 8 
20 23.8} es 55.0} eee 139} Vent 12.1} iL 7.9} ie 73} Ey Ss 
21 | 28.5 27.7 13.3 12.8 8.7 8.4) 5 7 
21 30.4} 29:5 a 28.6 roa 13.2 cn 12.6, ne Pligg) 84) a9 | 3 


geringe Zunahme mit dem Verlauf der Bebriitung. Vergleicht 
man den minnlichen und den weiblichen Embryo in bezug auf 
dieses Vermégen, so scheint es schon jetzt beim. ersteren etwas 
stirker als beim letzteren zu sein, wenn auch dieser Unterschied 
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TABELLE II. (a) 
Reduktionsvermégen des Hiihnerembryos. 
Red.-Vermégen = Reduktionsvermogen. 
M.= Minuten. 
S.=Sekunden. 


B-Tage K-Gewicht (¢) Organ Red.- Vermogen V-Zahl 
M.S. 
5 0.3 ganz. Korper 14.15 5S 
6 0.5 3 14.15 3 
7 0.8 3 14.11 4 
8 iS: Gehirn 9.31 ale) 


TABELLE IT. 
(b). Reduktionsvermégen des Hiihnerembryos. 


& Kérpergewicht (g) Herz Gehirn V-Zahl 
= Se ees Se 
aa) S 2 i) a S 2 S| Z 
M.S. M.S 
ea 14 8.39 833 | 4| 6 
10| 26 2.6 8.22 gga | aly 
| 39 3.8 8.28 ga6 | S15 
wl] 54 46 |M.S M.S 8.26 745 |) (ealwes 
13 | 7.5 71 7.56 7.13 7.35 721 5 5 
13 a 70 a Os = 7.30} 733) 7 oof 718) a1 a 
14| 9.3 9.0 7.20 7.05 7.25 7.25 5| 4 
14 aS Sa eae i (eS os rao} (ES oS ea lee 
15 | 10.23 8.6 7.32 6.55 8.04 7.50 rig 
15 11.7 123 7.13| 7.00 7.07 6.51 2| 4 
= i 11.6| "o's 10.1] 0") 7.21 Z 6.58 wah 7.29 ean} TOT) se 
15 |12.3 on 7.18) = 7.28} = Apes 
16 | 11.5 12.3 7.37 7.22 8.02 7.34 3| 3 
16 4.0 13.8 12. 12.2 7.23} 7.21 6.45 7.04 7-50 7.37 7-30} 729; 2| 1 
16 |15.9 12.0 7.03 7.06 7.00 7.22 Ts 
17 |18.6 17.7 7.00 6.18 7.47 714 cole: 
17 1531 16.9 152} 16.2 6.39} 6.43|5.45| 6.10 6-20 6.48 5.8 620| 3] 3 
17 |16.3 15.7 6.35 6.28) 6.16 5.47 ayy 
18 | 19.1 20.1 6.43 5.28 7.04 7.13 6| 4 
18 eh Ae cal hs aoa) oat ae 5.52 ve 6.55 ae Cee Gg tay 
19 | 25.8 aa 6.08 = 6.18 ae bi fate 
19 |e} 25-9 | 96.5 B10} 609 | 5.53 60st ©11 | 5.54 4| 6 
26 | 28.7 28.4) oo | 5.18 4.97) , .|6.30 5.47 5| 3 
ana 2s ra) 279 Patt ee re aoe 548} 6.09 een oe a Sua ee 
21 | 28.8 28.8 5.07 4.92 5.25 5.09 1126 
2 27.4 IGF = sat 4.46) — 5.00} 5.22; — eae 
21 | 31.2 = 3.56 = 5.40 a | 3|— 


noch nicht sehr auffallend ist. Das Reduktionsvermégen verstirkt 
sich bis zum 11—12ten Bruttage allmahlich, aber am 12-13ten 
Bruttage erfolgt ein ganz lebhafter Anstieg besonders beim weib- 
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Fig. 1. Oxydationsvermégen des Hiihnerembryos. 
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lichen Embryo. Am 12ten Tage ist der geschlechtliche Unter- 
schied im Reduktionsvermogen schon deutlich ausgepraegt, indem 
das Reduktionsvermogen des weiblichen Embryos starker als das 
des mannlichen ist, welcher Unterschied bis zum llten Tage nur 
andeutungsweise aufweisbar war. Die Zunahme des Korper- 
gewichtes des Embryos in dieser Periode ist zwar viel deutlicher 
als vorher, aber der geschlechtliche Unterschied ist noch nicht 
bemerkbar. 


C. Oxydoreduktionsvermégen im 13-21 Tage lang bebriiteten 
Hiihnerembryo. 

Das Oxydationsvermogen verstarkt sich mit dem Verlauf der 
Bebriitung allmahlich und der geschlechtliche Unterschied wird 
dabei immer deutlicher, d.h. das Vermégen ist beim mannlichen 
Embryo starker als beim weiblichen. Das Oxydations- und Reduk- 
tionsvermégen sowohl] vom mannlichen Embryo als auch vom weib- 
lichen erweist sich beim Herzen stiirker als beim Gehirn. Das 
Reduktionsvermégen in dieser Periode zeigt zwar ziemlich starke 
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Fig. 2. Reduktionsvermégen des Hiihnerembryos. 
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Schwankungen, aber im allgemeinen einen allmahlichen Anstieg mit 
dem Verlauf der Bebriitung; dabei ist es beim weiblichen Embryo 
starker als beim mannlichen. Das Korpergewicht vermehrt sich 
in dieser Brutperiode kontinuierlich, und das der mannlichen 
Embryonen ist immer grosser als das der weiblichen mit Ausnahme 
des 18ten Bruttages. Es ist sehr merkwiirdig und gleichzeitig sehr 
interessant, dass die Kurve des Oxydationsvermoégens des Herzens 
trotz des sonst glatten und kontinuierlich ansteigenden Verlaufs am 
15ten Bruttage plotzlich eine Senkung aufweist, und dass die Kurve 
des Reduktionsvermogens ziemlich starken Schwankungen unter- 
worfen ist. Diese Frage muss aber erst durch noch weitere For- 
schungen aufgeklart werden. 


DISKUSSION. 


Durch Beobachtung des Oxydoreduktionsvermégens und 
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Fig. 3. Kérpergewicht des Hiihnerembryos. 
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Korpergewichtes im ganzen Verlauf der Bebriitung des Hiihner- 
embryos bemerkt man, dass der auffallende Anstieg des Oxydations- 
vermogens von etwa dem 14ten Bebriitungstage an zutage tritt, 
der des Reduktionsvermogens etwas friiher vom 12-13ten Be- 
briitungstage an, waéhrend der des Korpergewichtes etwa nach 
Verlauf von 10 Tagen eintritt. Die geschlechtlichen Unterschiede 
des Oxydationsvermogens scheinen vom etwa 13ten Bruttage an 
zutage zu treten, die des Reduktionsvermogens vom etwa 12ten, 
die des Korpergewichtes vom etwa 12ten Tage an. Die Kurve der 
Korpergewichtszunahme stimmt fast mit den von den oben ange- 
fiihrten Autoren angegebenen Kurven, und besonders gut mit 
denen von Minot und Murray, tberein. 

Die embryonale Entwicklung der Geschlechtsorgane ist schon 
vor langer Zeit von Nussbaum, Schmiegelow, Semon, Hert- 
wig, Sonnenbrodt, Swift, Lillie u.a. eingehend behandelt 
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worden. Fiir den Zeitpunkt der Geschlechtsdifferenzierung halt 
Hertwig den 5ten—6ten Bruttag, wihrend Swift und Lillie 
den 6.5-7ten Bruttag angeben. Nach Swiftscher Anschauung 
entwickelt sich das Ovarium rasch am 9-10-llten Bruttage, wo 
man die lebhafte Entwickelung des Keimepithels und die starke 
Vermehrung sowie die Teilung der Primordialkeimzellen bemerkt. 
Er gab noch dazu an, dass die Primordialkeimzellen des Hodens 
vom etwa 13ten Bruttage an sich lebhaft vermehren und teilen, 
und dass die Zwischenzellen auch am etwa 13ten Bruttage auf- 
treten. Die dussere Gestalt des Embryos entwickelt sich fast voll- 
standig am etwa llten Bruttage, wo man die Brustwand, 
Bauchwand, die lebhafte Bewegung der Extremititen und die 
Form der Schlinge des Darmkanals bemerkt. Deshalb kann man 
vermuten, dass die deutliche Entwicklung des Ovariums und 
Hodens von etwa 9-13ten Bruttage an beginnt. Hs ist interessant, 
dass diese Entwicklungszeit des Ovariums und des Hodens mit 
der Periode des ersten deutlichen Autretens der geschlechtlichen 
Untersuchiede des Oxydoreduktionsvermégens und des Ko6rper- 
geewichts fast tibereinstimmt, und dass das Reduktionsvermogen 
beim weiblichen Embryo friiher als beim mannlichen sich auffallend 
verstarkt. 


ZUSAMMENFASSUNG, 


Aus obigen Versuchen komme ich zu folgenden Schliissen: 

1. Die geschlechtlichen Unterschiede des Oxydationsvermégens 
scheinen am etwa 13ten Bruttage sichtbar zu werden, namlich das 
Oxydationsvermégen beim minnlichen Hiihnerembryo wird dann 
starker als das beim weiblichen. Das Oxydationsvermégen des 
Embryos verstarkt sich deutlich erst vom etwa 14ten Bruttage an, 
wenn auch eine ganz allmihliche Verstirkung noch friiher zu 
beobachten ist. Dieses Vermégen ist beim Herzen stirker als beim 
Gehirn. 

2. Die  geschlechtlichen Unterschiede des Reduktions- 
vermogens scheinen am etwa 12ten Bruttage aufzutreten, d.h. das 
Reduktionsvermégen beim weiblichen Hiihnerembryo erweist sich 
in dieser Periode als stiirker als beim minnlichen. Das Reduktions- 
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vermogen des Embryos steigt zwar ganz schleichend bis zum etwa 
11-12ten Bruttage an, aber vom etwa 12-13ten Bruttage an erfolet 
ein auffallender Anstieg. Dieses Vermégen ist beim Herzen starker 
als beim Gehirn. 

3. Dieses Oxydations- und Reduktionsvermégen hat vermut- 
lich eine innige Beziehung zu der Entwicklung der Geschlechts- 
organe. 

4. Die Zunahme des Korpergewichts steigt nach dem etwa 
10ten Bebriitungstage auffallend an. Jedoch bemerkt man einen 
geschlechtlichen Unterschied im Korpergewicht erst beim etwa 12 
Tage lang bebriiteten Hiihnerembryo, wo dann die Uberlegenheit 
beim mannlichen Embryo ist. 

5. Die gesamten Ergebnisse beim Embryo sind also im grossen 
und ganzen gleich den Resultaten, welche ich sowohl bei erwach- 
senen als auch bei jungen Saugetieren fand und in friiheren 
Mitteilungen schon ver6ffentlicht habe. 
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II. The Reaction in the Presence of Oxidizing Agents. 


By 


JUKICHI WATANABE. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College, Niigata. 
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With the object of studying the reaction between sugar and 
amino acid while they are in process of disintegration, a series of 
investigations has been made. In a previous paper (1932) an 
account was given of this reaction in the alkaline medium. The 
reaction in the presence of oxidizing agents will be shown in this 
paper. Fosse (1919-1922) pointed out that urea was produced 
when sugars, aldehydes, alcohols, fatty acids and other substances 
were oxidized by KMnO, in the presence of concentrated ammonia. 
Amino acids were capable of replacing ammonia. Fearon and 
Montgomery (1924) concluded from  oxidation-experiments 
in vitro that oxidative deamination of the amino acid involved the 
intermediate formation of cyanic acid, and that the production of 
this acid was favoured by the addition of glucose or formaldehyde. 
Borsook and Wasteneys (1925) studied the oxidation of 
elycine by H2O2 at various pH with and without glucose. 


J. Tue Measurzeinc Mernops. 


In the eases where H2O2 was employed as the oxidizing agent, 
the sugar was determined by Somogyi method after removing 
H2O. by manganese dioxide. When KMn0O, was used, polarimetry 
was the only method available for the determination of the sugar. 
The amino acid was estimated by van Slyke’s method after 
removing ammonia by permutit; ammonia was determined either 
by the van Slyke-Cullen method or by the permutit-Nessleriza- 
tion method. Urea was weighed as xanthylurea by treating it with 


j47 
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glacial acetic acid and xanthydrol. Cyanie acid was first converted 
into urea by evaporating its solution with ammonium chloride on 
the water-bath and then determined as xanthylurea. The true 
value of eyanic acid was calculated indirectly from the difference 
between the quantity of the total urea thus measured and that of 
free urea. Cyanie acid was also determined directly by converting 
it into urea and weighing as xanthylurea after the removal of the 
preexisting urea by urease. There was a good agreement between 
the results obtained by these two methods. For the determination 
of eyanie acid Fearon and Montgomery preferred the ineuba- 
tion of the mixture of eyanice acid and ammonium chloride overnight 
at room temperature, to the evaporation on the water-bath, since 
the latter method led to loss of some cyanate. It was found in the 
present experiments that the low yield of cyanate by the evapora- 
tion method was due to the hydrolysis of cyanate in the solution 
which became gradually acid during evaporation. Cyanic acid was 
found to be determined accurately by the evaporation method if the 
reaction of the solution was constantly kept shghtly alkaline during 
the evaporation by the continuous addition of dilute alkali. Upon 
reerystallization from pyridine the dixanthylurea preparations 
obtained directly from urea and indirectly from cyanie acid were 
proved to be analytically pure. 


II. ReEAcTION IN THE PRESENCE OF PERMANGANATE. 
REACTION IN THE PRESENCE OF PERMANGANATE. 


I. Reaction in Alkaline Medium. 

10 ce. of M amino acid solution and varying quantities of sugar 
and of permanganate were diluted up to 100 ec. with alkaline solu- 
tions (pH 9.2 and pH 10.1 carbonate-bicarbonate buffer solutions; 
0.32M NaHCOs-, 0.1N KOH- and 0.5N NaOH--solutions). The 
factors determined periodically were as follows: the decrease of 
amino acid, sugar and permanganate; the production of ammonia, 
urea and cyanic acid. 


A. Reaktion in 0.5N NaOH-solution. 


The experiments were arranged with increasing quantities of 
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glucose, the molar ratio of which to glycine was 0.1: 1.0, 0.3: 1.0 
and 0.5:1.0 respectively. The amount of permanganate was 4.0gm. 
The temperature was 37°C. It should be noted that all the solu- 
tion, “* 
experiments and a deep brown gelatinous mass was formed. Upon 
filtering this gelatinous mass, the permanganate-colored filtrate was 
obtained. All the determinations were carried out in this filtrate. 
Urea and ecyanic acid were not determinable, since they were 
decomposed by the procedure of removing permanganate from the 
filtrate. However, after a sufficient length of time, the filtrate of 
the coagulum became colorless; it was now possible to determine 
eyanic acid and urea in this colorless filtrate. A condensed sum- 


coagulated’’ suddenly several minutes after the start of the 


mary of the results is given in Table I. 

The most notable feature was the inhibitory effect of glucose 
on the oxidative deamination of glycine and on the production of 
ammonia. This rather unexpected action of glucose was more 
marked with the increasing quantity of the sugar. Another 
evidence to be emphasized was that the reaction scarcely advanced 
any further after the development of ‘‘coagulation’’; the coagula- 
tion of the solution resulted in the almost complete stoppage of the 
reaction. Since the coagulation occurred very soon after the start 
of the reaction, the reaction, if any, between amino acid and sugar 
must have taken place during a short period before the coagulation 
began. The depressive effect of glucose manifested itself not 
only on deamination and on the production of ammonia but on the 
rate of the decrease of permanganate and of the production of 
acidity. The absolute quantities of permanganate which decreased 
and of acid which increased were greater in the presence of glucose 
than in its absence and still greater with the increasing amount 
of the sugar. However, the values were always less than the sum 
of those of the cases where amino acid and sugar were treated 
singly. The rapid disappearance of permanganate from the re- 
acting solution in the presence of glucose might possibly be one 
of the reasons for the retarding action of glucose on deamination. 
Glucose disappeared quite rapidly ; after the lapse of an hour, there 
was no trace of it in the solution. 
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For the above reason it was decided to lower the alkalinity 
and the temperature so as to let the coagulation take place more 
slowly. At pH 10.1 and 37°C., and pH 9.2 and 20°C., the reaction 
proceeded still so rapidly that the coagulation developed already 
after about 6 minutes in the former and after 10 minutes in the 
latter conditions. The presence of glucose showed again the retard- 
ing effect on deamination under these conditions. 


B. Reaction at pH 8.1. 


By lowering the alkalinity and the temperature to pH 8.1 
(0.32 M NaHCO3) and 5°C., the conditions were at last obtained 
where the time, before the development of the coagulation, was of 
sufficient length for examining the true feature of the reaction. 
Under these conditions the reacting mixture slowly became gela- 
tinous after 120 minutes in the absence of glucose, and it coagulated 
suddenly after 20 or 30 minutes in the presence of a relatively 
small amount of glucose and after 10 or 20 minutes in the cases 
of larger quantities. As the filtrate was permanganate-free, urea 
and cyanic acid were determined along with ammonia. It should 
be emphasized that glucose showed difinitely an accelerating effect 
on deamination until the coagulation appeared. This accelerating 
effect was more remarkable when the quantity of glucose was 
inereased. However, as soon as the coagulation developed, de- 
amination stopped dead. Since the coagulation took place at a 
much earlier stage in the presence of glucose than in its absence, 
the deamination became gradually more marked in the latter case 
after the lapse of a sufficient length of time. In all probability 
it was this fact that gave glucose the apparent retarding effect 
on deamination after the lapse of several hours. The stronger 
inhibiting action of glucose in the presence of the larger amount 
of it might be explained in the same way. The results are given 
in Table II. 

The accelerating action of glucose on deamination at an early 
stage of the reaction was also revealed from the feature of ammonia 
production. Thus the yield of ammonia was greater with the 
increasing quantity of glucose. However, the relation became 
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reversed after the appearance of the coagulation; the yield became 
smaller in the presence of a larger amount of glucose. 

Fearon and Montgomery stated that the addition of 
glucose reduced the production of ammonia from glycine while it 
accelerated remarkably the formation of cyanic acid. Urea was 
““present’’ whether glucose was used or not. The same did not, 
however, hold true for other amino acids. The results were rather 
confused. Fearon and Montgomery attributed this difference 
between glycine and other amino acids to different forms of 
deamination. The writer has never found such an irregularity in 
the results of the present experiments. There was always intro- 
duced the simultaneous depression of the production of ammonia, 
cyanic acid and urea by the presence of glucose, so far as glucose 
showed the inhibitory effect on any amino acid (Table III). This 


TaBLe III. 
Production of Ammonia, Cyanie Acid and Urea. 
In 100 cc.: 750 mg. glycine, 180 mg. glucose, 1.8 gm. KMn0Ou,, 
10 ce. N KOH. 45°C. 


Ti Civgiiemione Decrease of} Production | Production |} Production 
nen a Teens glycine of NH: of urea of HNCO 
F . (ng.) (ng. ) (mg.) (mg.) 

Glycine alone 653.5 86.8 2.3 25.5 
4 + Glucose 453.2 59.2 — 9.0 
Glycine alone 657.0 90.2 4.1 23.5 
3 + Glucose 460.0 61,3 0.5 6.5 
Glycine alone* 672.7 103.0 7.4 19.3 
as +Glucose* 468.5 66.8 0.7 5.1 
Glycine alone 678.8 110.7 9.2 15.9 
ac + Glucose 471.7 68.5 0.9 4.0 


* The same conditions as in Fearon-Montgomery’s experiments. 


is to be explained simply by the stoppage of deamination at an 
early stage in the presence of glucose. That Fearon and 
Montgomery postponed the determinations to the next day, wait- 
ing for the completion of the reaction, was of no significance. The 
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main changes in the solution after the appearance of the coagula- 
tion were the slow increase of the yields of ammonia and urea, 
and the slow decrease of that of cyanic acid. 


II. Reaction in Acid Medium. 


The accelerating effect of glucose deamination in the pre- 
sence of permanganate was more marked in the acid medium than 
in the alkaline. In the present experiments, 10 cc. of M glycine 
or alanine solution, 1, 2, or 3ce. of M glucose solution and 3 gm. 
of KMnO, were diluted to 100 ce. with sulphuric acid, the final 
concentration of which was 0.5N. The temperature was 37°C. 

The oxidation of the amino acid which took place quite 
slowly in a solution of amino acid only, was greatly accelerated 
by the presence of glucose. However, this accelerating effect of 
elucose ran down soon after, as glucose was rapidly consumed 
by acid permanganate. The yield of ammonia from the amino 
acid was also much increased by the addition of the sugar. Urea 
was never detected in the reacting mixture. The data are listed 
in Table IV. 

It will be seen in the table that after the lapse of 24 hours 
the deamination and the production of ammonia were rather in- 
hibited in the presence of glucose. This was due to the fact that 
manganese dioxide was precipitated from the solution more rapidly 
in the presence of glucose, leaving the supernatant, water-clear 
solution which showed no further deamination. The precipitation 
of manganese dioxide reached the maximum after 60 minutes in 
the presence of glucose, while the precipitation began to take place 
quite slowly within a couple of hours in the absence of glucose. 


III. Reaction IN THE PRESENCE OF HyprRoGEN PEROXIDE. 


Fearon and Montgomery observed that the oxidation of 
the amino acid by neutral hydrogen peroxide and ferrous sulphate 
resulted in the production of eyanic acid and urea, while Borsook 
and Wasteneys stated that neither cyanic acid nor urea was 
found in the presence of glucose at various pH. 

In the present experiments, the reactions between amino acids 
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Action of Glucose on Glycine and Alanine in the Persence of KMnQ; and 
0.5N H2SO.-Solution. 
In 100 ce.: 750mg. glycine or 890mg. alanine, varying amounts of glucose 
(180, 360 and 540 mg.), 3.0 gm. KMnQ,, 10 ce. 5N HeSOx. 37°C, 
Molar ratio between glycine and glucose=1: 0.1; 1: 0.2; 1: 0.3. 


Decrease of Production of 
Tine Amino acid: amino acid (mg.) ammonia (mg.) 
glucose 
Glycine Alanine | Glycine Alanine 

Amino acid alone 3.8 2.4 +0 0.1 
cas 1:01 45.3 = = sacl 
eae 1:0.2 87.8 a es a 
L0r3 129.6 47.4 1.2 dl 
Amino acid alone 7.6 Pay 0.7 0.1 
10 We OL 103.2 — — = 
e 1:0.2 108.7 — = == 
1:0.3 206.0 85.4 7.4 1.8 
Amino acid alone iW 4.6 et: 0.1 
Op: 121-5 = — — 

9 
aes 1:0.2 194.8 _ — = 
L038 223.7 134.9 12.3 4.2 
Amino acid alone 34.1 11.4 — — 
1:0.1 125.6 — — = 
eS 1:0.2 217.8 — nz a 
L053 242.5 148.3 —_— — 
Amino acid alone 663.0 = ala ree =~ 

929 
ben 1:0.3 267.5 a Eo el) AP 
& Amino acid alone — 796.0 — 49.4 
Sa we 1:0.3 — 212.1 =| 29:2 


(glycine and alanine) and 
examined in the presence of hydrogen peroxide at alkaline reaction. 
16.67 ee. of M solution of the amino acid and 8.33 ee. of M solution 
of the sugar (molar ratio=1:0.5) were diluted to 100 ce. with 
NaOH solution in the presence and absence of 5 ce. or 30% hydro- 


gen peroxide. 


sugars (glucose and fructose) were 


The end-concentration of NaOH was 0.5N and the 
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temperature was 37°C. The data of the reaction between elucose 
and glycine are shown in Table V. 


TABLE V. 
Action of Glucose on Glycine in the Presence of H2Os. 
In 100 cce.: 16.67 cc. of M glycine, 8.33 cc. of M glucose, 10 ce. of 5N NaOH, 
3ce. of 30% HeOs. 37°C. 


Decrease of Decrease of Production of 

: glycine (mg.) glucose (img.) ammonia (mg.) 
Time ao 

(amin. ) meet y : < 

Glyeine ; Glucose : Glycine Glycine 
alone + Glucose alone +Glyeme alone + glucose 

10 5.5 24.6 134.0 94.8 ajail = 

30 15.8 74.9 388.0 315.9 1.4 1.8 

60 30.3 88.3 763.5 605.2 — —- 

120 54.8 126.8 1076.4 841.9 1.9 oe 

240 80.0 134.6 1361.0 1003.8 2.5 By) 


The oxidative deamination of the amino acid was greatly 
accelerated by the addition of the sugar. The rate of acceleration 
was much higher than in the absence of the oxidizing agent. The 
absolute amount of ammonia produced was increased when the 
sugar was added, but the percentage of its yield calculated from 
the quantity of the deaminized amino acid was lower than in the 
absence of the sugar. The oxidative decomposition of the sugar 
was retarded by the amino acid; the decrease of the production of 
acidity or of the consumption of hydrogen peroxide in the pre- 
sence of the amino acid may be explained by their connection 
with the retardation of sugar decomposition. No indications were 
obtained of the formation of cyanic acid and urea either with or 
without the sugar. The reacting solution remained water-clear ; 
there was no formation of melanoidines. 


IV. Tue ReactION IN THE PRESENCE or MoLEcuuAR 
OXYGEN. 
0.5 gm. of glucose and 2.085 gm. of glycine (molar ratio=1:1) 
were dissolved and diluted to 100 ce. with 0.5N sodium hydroxide 
solution. <A part of the solution was aerated by COs-free, vapour- 
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saturated air, and another part was kept aside and covered with 
mineral oil. The temperature of the solution was 37°C. in both 
cases. Control experiments were made by treating a solution of 
glucose or glycine alone in aerobic and anaerobic conditions. It 
is pointed out in Table VI that the accelerating effect of glucose 
on deamination took place more markedly in the aerated solution 
than in the non-aerated solution. In the light of Shaffer and 
Harned’s experiment (1931) this fact is undoubtedly connected 
with the activation of molecular oxygen in the alkaline solution 
of the sugar. The aerated solution remained colorless while the 
non-aerated solution became brown pretty soon. 


TaBLe VI. 
Action of Glucose on Glycine in Alkaline Medium in the Presence of Molecular 
; Oxygen. 
In 100 ¢ce.: 208.5 mg. glycine, 500 mg. glucose, 10 ce. of 5N NaOH 37°C. 


Decrease of glycine Decrease of glucose 
. (ng. ) (ng. ) 
Time Beets veo” Bs ; oa 
(hr.) ais Glycine Glucose 
si A 
alone pr Gancvee alone + Glycine 
Aerated 2.6 14.9 190.1 178.8 
2 
Not aerated 30 6.4 69.3 59.0 
Aerated 6.4 26.5 329.2 293.6 
: Not aerated 6.0 10.5 136.1 127.4 
Aerated 9.2 37.2 407.2 375.0 
. Not aerated 9.2 15.0 207.9 193.4 


It may be concluded from the results of the experiments 
mentioned above that the sugar which is in process of oxidative 
decomposition has the accelerating effect on the deamination of the 


amino acid. 
The expense of this work was defrayed by a grant from the 


Department of Education. 


SUMMARY. 


1. The sugar has a retarding effect on the deamination of 
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the amino acid in the presence of alkaline permanganate. Evidence 
has been submitted to show that this retarding effect is only ap- 
parent. In the presence of the sugar which has primarily an 
accelerating influence on the deamination, the reaction between 
coagulation’’ of the 


amino acid and sugar was paralysed by the ‘‘ 


reacting solution at an early stage of the reaction. 
2. The deamination of the amino acid in the acid per- 


manganate solution was remarkably accelerated by the addition 
of the sugar. 

3. The accelerating effect of the sugar was also noticed when 
the alkaline solution of the amino acid was treated with hydrogen 
peroxide or with molecular oxygen. 
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UBER DAS SCHICKSAL DER DEHYDROCHOLSAURE 
IM HUNDEORGANISMUS. 


Von 


SHIGETOSHI SHIBUYA. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, Japan. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 30. November 1932) 


Seit Neubauer (1922) ist bekannt, dass die Dehydrocholsdure 
eine choleretische Wirkung hat und in der Klinik als Cholereticum 
benutzt wird. Neuerdings ist von vielen Autoren, wie Adlers- 
berg u. Roth (1927), Murakami (1928) und Tanaka (1931) 
bewiesen worden, dass sie eine der Cholsiure genau gleichkom- 
mende hypoglykamische Wirkung zeigt. 

Es ist daher interessant, das Schicksal der ungekuppelten 
Gallensaure im Organismus zu erforschen, um so mehr, weil in der 
Fistelgalle des ikterischen Kranken ungekuppelte Gallensdure, 
Cholsiure u. Desoxycholsiure von Schonheimer, Andrews u. 
Hrdina (1932) aufgefunden wurden. 

Was das Schicksal von parenteral eingefiihrter Cholsdure und 
Desoxycholsiure anbetrifft, so wurden hiertiber von Higashi 
(1930) bei Kroten, und von Fuziwara (1930) bei Kaninchen 
Untersuchungen angestellt und gefunden ,dass diese Sduren teil- 
weise unverandert im Harn ausgeschieden werden. 

Um zu sehen, ob die Dehydrocholsaure auch unverandert oder 
gekuppelt im Harn und in der Galle ausgeschieden wird, wenn 
sie per os verfiittert wird, haben wir die Fistelgalle von mit 
Dehydrocholsdure gefiitterten Hunden untersucht und gefunden, 
dass die Dehydrocholsiure zum Teil unverandert in der Fistelgalle 


ausgeschieden wird. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


An die Fistelhunde wurde 0,1 ¢ Natriumdehydrocholat pro 
Kilo tiglich 2 mal um 10 Uhr vormittags und um 6 Uhr abends 
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verfiittert. Die Galle wurde von Mittag bis 5 Uhr nachmittags 
und von 7 Uhr abends bis zum nichsten Morgen gesammelt. In 
der Zwischenzeit liess man die Hunde ruhig ihre eigene Galle 
ablecken. Wihrend des Versuches wurde immer eine bestimmte 
Nahrung verfiittert. Die verabreichte Dehydrocholsauremenge 
betrug insgesamt 25¢@ und die gesammelte Fistelgalle 1820 cem. 


1. Dehydrocholsiure und Palmitinsaure. 


Etwa 1,8 Liter Fistelgalle wurde unter Befreiung von Muzin 
durch Alkohol in iiblicher Weise mit Hisenchloridlosung gefallt 
und von der Fallung abfiltriert. Diese Hisenfallung wurde mit 
Soda zersetzt und filtriert. Das Filtrat wurde abgedampft, in 
Alkohol gelést und unter Zusatz von Tierkohle entfarbt. Der nach 
Abdampfen des Alkohols verbleibende Riickstand wurde in Wasser 
gelost und mit verdiinnter Salzsaure angeséiuert. Die dabei aus- 
geschiedene Masse (getrocknet 0,98¢@) wurde aus Azeton umkris- 
tallisiert. 

Hierbei wurden die Kristalle in 2 Teile getrennt, von denen 
der eine in Alkohol leicht loslich, und der andere in Alkohol schwer 
losheh war. 

Aus dem ersteren wurde eine in Blattchen kristallisierende 
Masse erhalten, die in siedendem Alkohol, Ather und Chloroform 
spielend leicht, in kaltem Alkohol schwer und in Wasser gar nicht 
loslich war. Der Kristall, der mehrmals aus Alkohol umkristal- 
lisiert wurde, schmilzt bei 60°C. Er nimmt kein Brom auf. 


ae 


Titration: 0,2180 ¢ Substanz brauchten 8,2 eem ~ KOH 


Aquivalent ftir CygH3.02 Ber. 256 
Gef. 265 


Nach diesen Resultaten stimmt der Kristall mit der Palmitin- 
sdure tberein. 

Aus dem anderen Teil wurde ein feiner Nadelkristall gewon- 
nen, der aus Azeton mehrmals umkristallisiert wurde. Der Kristall 
schmilzt bei 236°C und ergibt keine Pettenkofersche Reaktion. 
Er ist in Wasser unldslich, in kaltem Alkohol und Azeton ziemlich 
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schwer loslich und schmeckt intensiv bitter. Die Ausbeute betrug 
0,51g. Die spezifische Drehung als 0,935%ige Lésung in abso- 
lutem Alkohol ist: ; 


e 
[a] Nh ae (0,57 ZS 100 _ +30,1 
0,935 x 2 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die erhaltene Saiure Dehydro- 
cholsaure ist. 


2. CHOLSAURE UND TAURIN. 


Aus dem von der Hisenfallung abgetrennten Filtrat wurde 
nach der Methode von Hammarsten (1904) keine kristallisierte 
Gallensdure erhalten, sondern etwa 13 ¢@ einer syrupésen Masse, 
die in tiblicher Weise durch Hydrolyse mit Alkali in eine Sadure 
und in einen schwefel- u. stickstoffhaltigen prismatischen Kristall 
zerleet wurde. 

Diese Saure wurde zuerst aus Essigither, dann aus Alkohol 
umkristallisiert. Der prismatische Kristall ist in Alkohol u. 
Azeton leicht loslich, aber in Wasser unloslich. Er schmeckt bitter, 
ergibt die Pettenkofersche und Miliussche Reaktion und 
schmilzt bei 197°C. Die spezifische Drehung als 0,95%ige Losung 
in absolutem Alkohol ist: 

ma 0,70 x 100 = +36,8 
. 0,95 x 2 
Dieses Ergebnis beweist, dass die erhaltene Saure Cholsadure ist. 

Aus dem von der Cholsaure befreiten Hydrolysat wurde nach 
der Methode von Salkowski ein prismatischer Kristall erhalten, 
der in Wasser ausserst leicht loslich, aber in absolutem Alkohol 
unléslich ist. Er ist schwefel- u. stickstoffhaltig und schmilzt bei 
297°C. Der Kristall ist also hochst wahrscheinlich Taurin. 

Ob die hier erhaltene Cholsaure restlos eigentliche Cholsaure 
ist, oder z.T. aus Dehydrocholsdur gebildet wird, ist schwer zu 
entscheiden, Es ist aber sicher, dass von der verfiitterten Dehydro- 
cholsiure etwa 2% in der Fistelgalle des Hundes unverandert 
wieder ausgeschieden werden. 

Zum Schluss mochte ich Herrn Dr. Z. Uraki, der mir bei 
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der Ausfiihrung dieser Arbeit geholfen hat, meinen herzlichsten 
Dank aussprechen. 
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